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PREFAZIONE 
Il carcinoma epiteliale della tiroide è il tumore endocrino più comune e rappresenta 
circa l’1% dei tumori di nuova diagnosi. L’istotipo papillare (PTC) rappresenta oltre 
l’80% di tutti i tumori della tiroide e negli ultimi decenni la sua incidenza è 
significativamente aumentata. I PTC sono frequentemente associati ad alterazioni 
genetiche che sono coinvolte nel processo di iniziazione del tumore. Le mutazioni di 
BRAF rappresentano l'evento genetico più comune. In particolare, la mutazione V600E 
di BRAF ha ricevuto una considerevole attenzione per la possibile utilità nella 
stratificazione del rischio dei PTC. Dai dati in letteratura BRAF emerge come 
importante parametro di aggressività istologica alla diagnosi, tuttavia non è del tutto 
definito il suo potenziale ruolo nella stratificazione prognostica in termini di 
persistenza/recidiva di malattia durante il follow-up. A questo proposito, potrebbe 
diventare cruciale l’identificazione di ulteriori marcatori molecolari che possano 
rappresentare, in associazione alla mutazione BRAF, accurati indicatori prognostici 
capaci di meglio definire la stratificazione iniziale del rischio e quindi perfezionare il 
trattamento e personalizzare il follow-up del paziente. Le Claudine costituiscono la 
principale componente delle giunzioni serrate o tight junction (TJ) tra cellule insieme 
alle occludine ed alle molecole di adesione. Di recente, è stata suggerita una forte 
associazione tra le TJ e la carcinogenesi. Il segnale purinergico é coinvolto in numerosi 
processi biologici e l'ATP ed altri nucleotidi extra-cellulari potrebbero svolgere un ruolo 
nel trattamento dei carcinomi, mediante interazione con i recettori P2 (P2R). Sono stati 
identificati diversi sottotipi di P2R sia in colture primarie che linee cellulari di neoplasie 
umane. Il sottotipo P2X7R ha suscitato particolare interesse per il ruolo svolto nella 
crescita ed apoptosi cellulare e nel rilascio di citochine. Sono stati descritti diversi 
polimorfismi del gene che codifica per P2X7R. Particolare interesse desta il 
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polimorfismo "loss of function" 1513A>C, caratterizzato dalla sostituzione di Glu-496 
con un residuo di Alanina nella porzione C-terminale intracellulare. In questo studio 
abbiamo valutato, per la prima volta, contemporaneamente l’espressione di CLDN-1 e -
7 e la presenza del polimorfismo 1513A/C e della mutazione puntiforme V600E di 
BRAF in un gruppo di pazienti affetti da PTC, selezionati per la presenza alla diagnosi 
di rischio “moderato/alto” secondo la classificazione TNM (stadio III/IV) o “basso” 
(stadio I/II), ma con aspetti isto-patologici di aggressività. Obiettivo primario dello 
studio è stato quello di verificare il possibile ruolo di tali markers molecolari nella 
selezione dei pazienti con effettivo decorso clinico sfavorevole nel successivo follow-up 
e quindi nell’ottimizzazione precoce della stratificazione del rischio. Nell'insieme, i 
nostri dati suggeriscono che nei pazienti con PTC a maggiore aggressività istologica (la 
maggior parte dei quali presenta mutazione puntiforme BRAF), la valutazione 
dell’espressione delle claudine, in particolare della CLDN-7, può essere utile nella 
stratificazione del rischio e nella definizione dell’atteggiamento terapeutico. Ulteriori 
studi prospettici, su ampie casistiche di pazienti e più lungo follow-up, sono comunque 
necessari per confermare questi dati preliminari ed individuare un pannello più ampio e 
completo di marcatori genetici, che al momento rappresentano la strategia più 










Il carcinoma epiteliale della tiroide è il tumore endocrino più comune e rappresenta 
circa l’1% dei tumori di nuova diagnosi. L’istotipo papillare (PTC) rappresenta oltre 
l’80% di tutti i tumori della tiroide e negli ultimi decenni la sua incidenza è 
significativamente aumentata. Il PTC ha generalmente una prognosi favorevole, infatti, 
oltre l’85% dei pazienti affetti risulta libero da malattia; tuttavia, il tasso di 
persistenza/recidiva può non essere trascurabile (10-15% dei casi). 
Negli ultimi anni c’è stato un significativo avanzamento nella comprensione dei 
meccanismi molecolari alla base della carcinogenesi tiroidea. I PTC sono 
frequentemente associati ad alterazioni genetiche che sono coinvolte nel processo di 
iniziazione del tumore. Le mutazioni di BRAF rappresentano l'evento genetico più 
comune (in particolare nelle varianti classica ed a cellule alte), risultando presenti 
mediamente nel 40% dei casi. In particolare, la mutazione V600E di BRAF ha ricevuto 
una considerevole attenzione per la possibile utilità nella stratificazione del rischio dei 
PTC. Dai dati in letteratura BRAF emerge come importante parametro di aggressività 
istologica alla diagnosi, tuttavia non è del tutto definito il suo potenziale ruolo nella 
stratificazione prognostica in termini di persistenza/recidiva di malattia durante il 
follow-up. In particolare, resta da chiarire il potenziale ruolo di BRAF nel selezionare 
alla diagnosi i pazienti con criteri anatomopatologici/clinici di aggressività, cioè i 
pazienti a più alto rischio di persistenza/recidiva, allo scopo di modularne 
l’atteggiamento terapeutico. A questo proposito, potrebbe diventare cruciale 
l’identificazione di ulteriori marcatori molecolari che possano rappresentare, in 
associazione alla mutazione BRAF, accurati indicatori prognostici capaci di meglio 
definire la stratificazione iniziale del rischio e quindi perfezionare il trattamento e 
personalizzare il follow-up del paziente. 
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Le Claudine costituiscono la principale componente delle giunzioni serrate o tight 
junction (TJ) tra cellule insieme alle occludine ed alle molecole di adesione. Le TJ 
rappresentano un network continuo di filamenti sulla superficie cellulare, regolano il 
passaggio di ioni e piccole molecole (funzione di “barriera”) e svolgono un ruolo 
cruciale per l'organizzazione della polarità dell'epitelio, per la localizzazione dei canali 
ionici, dei recettori e degli enzimi (funzione di “recinto”). Di recente, è stata suggerita 
una forte associazione tra le TJ e la carcinogenesi. Si ipotizza che la distruzione delle 
giunzioni serrate determini perdita di coesione, maggiore capacità di invasione e 
sdifferenziazione e, di conseguenza, promozione della tumorigenesi. 
I dati in letteratura  circa l'associazione tra carcinoma ed espressione delle CLDN non 
sono uniformi ed il profilo di espressione delle claudine può essere vario. In differenti 
tipi di carcinoma è stato riportato sia un incremento che un decremento di espressione 
delle CLDN. Per quanto riguarda il carcinoma tiroideo, pochi studi hanno valutato il 
profilo di espressione delle CLDN. Alcuni studi hanno documentato l'incremento 
dell'espressione genica di CLDN-1 nei PTC. In uno studio più recente, mediante 
tecniche di immunoistochimica, è stata descritta una cospicua espressione di CLDN-1 
nei PTC e nei microcarcinomi papillari rispetto ai carcinomi follicolari ed agli adenomi, 
facendo emergere la CLDN-1 come possibile marcatore di PTC. In altri studi è stato 
descritto un diverso profilo di espressione delle CLDN-1, -4 e -7 nei diversi tipi 
istologici di tumore tiroideo, osservando una ridotta espressione nel carcinoma 
indifferenziato o scarsamente differenziato e nel carcinoma midollare. Sulla base di 
questa osservazione, è possibile ipotizzare una significativa correlazione tra bassa 
espressione delle CLDN e perdita della differenziazione cellulare.  
Il segnale purinergico é coinvolto in numerosi processi biologici e l'ATP ed altri 
nucleotidi extra-cellulari potrebbero svolgere un ruolo nel trattamento dei carcinomi, 
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mediante interazione con i recettori P2 (P2R). Sono stati identificati diversi sottotipi di 
P2R sia in colture primarie che linee cellulari di neoplasie umane. Il sottotipo P2X7R ha 
suscitato particolare interesse per il ruolo svolto nella crescita ed apoptosi cellulare e nel 
rilascio di citochine.  
Sono stati descritti diversi polimorfismi del gene che codifica per P2X7R. Particolare 
interesse desta il polimorfismo "loss of function" 1513A>C, caratterizzato dalla 
sostituzione di Glu-496 con un residuo di Alanina nella porzione C-terminale 
intracellulare. Poichè l'apoptosi svolge un ruolo chiave nell'eliminazione delle cellule 
tumorali, un difetto funzionale di P2X7R potrebbe essere coinvolto nello sviluppo e 
diffusione tumorale. L’iperespressione  di P2X7 è stata documentata in numerose 
neoplasie umane (leucemia linfatica cronica, neuroblastoma, melanoma, carcinoma 
prostatico, polmonare e intestinale). 
In questo studio abbiamo valutato, per la prima volta, contemporaneamente 
l’espressione di CLDN-1 e -7 e la presenza del polimorfismo 1513A/C e della 
mutazione puntiforme V600E di BRAF in un gruppo di pazienti affetti da PTC, 
selezionati per la presenza alla diagnosi di rischio “moderato/alto” secondo la 
classificazione TNM (stadio III/IV) o “basso” (stadio I/II), ma con aspetti isto-
patologici di aggressività. Obiettivo primario dello studio è stato quello di verificare il 
possibile ruolo di tali markers molecolari nella selezione dei pazienti con effettivo 
decorso clinico sfavorevole nel successivo follow-up e quindi nell’ottimizzazione 
precoce della stratificazione del rischio. A tale scopo abbiamo incluso 68 casi 
rispondenti ai nostri criteri di selezione. Alla fine del follow-up, nell’intera coorte di 
pazienti, circa la metà (53%) risultava libera da malattia, mentre il 47% presentava 
persistenza/recidiva di malattia, con 3 decessi per PTC metastatico. I nostri dati hanno 
confermato che, nell'intera coorte, alcuni parametri di maggior rischio (età, sesso 
6 
maschile, stadio TNM, diametro, istotipo, valori di tireoglobulina prima della terapia 
ablativa) correlavano con una prognosi peggiore. Considerando il sottogruppo di 
pazienti a basso rischio TNM (stadio I/II), la persistenza/recidiva di malattia era 
documentata nel 26% dei casi confermando il sospetto clinico-patologico di 
aggressività. Peraltro, in questo sottogruppo, non si osservava alcuna correlazione tra la 
persistenza/recidiva di malattia ed i più tradizionali parametri prognostici sfavorevoli, 
confermando la peculiare necessità di markers molecolari capaci di predirne un decorso 
sfavorevole. Per quanto riguarda la mutazione puntiforme di BRAF abbiamo 
confermato l’associazione preferenziale con gli istotipi papillare variante classica ed a 
cellule alte, con una prevalenza particolarmente elevata (72%). Tale prevalenza (68.4%) 
era confermata anche nel sottogruppo dei pazienti con stadio I/II. Questo dato conferma 
la significativa associazione tra la mutazione di BRAF e l’aggressività 
anatomopatologica e clinica alla diagnosi, in accordo con i più recenti dati della 
letteratura. Ciononostante, in questa casistica selezionata, la mutazione BRAF V600E 
non risultava efficace nel selezionare i pazienti con prognosi peggiore. Infatti, un 
decorso clinico sfavorevole si riscontrava nel 47% dei pazienti indipendentemente dalla 
presenza della mutazione, per cui l’accuratezza diagnostica risultava inferiore al 50%. 
Analoghi risultati si ottenevano nel sottogruppo a minor rischio (stadio I/II), in cui la 
persistenza/recidiva di malattia risultava simile indipendentemente dalla mutazione di 
BRAF (rispettivamente 27% e 25%), con un’accuratezza diagnostica del 42%. In altre 
parole la mutazione di BRAF, pur associandosi alla presenza di indici convenzionali di 
aggressività alla diagnosi, non era in grado di consentire, rispetto a questi ultimi, una 
ulteriore selezione capace di stratificare il rischio ed il conseguente atteggiamento 
terapeutico, confermando la necessità di identificare ulteriori markers prognostici 
molecolari.  
7 
In questo contesto, abbiamo valutato il ruolo delle CLDN e del polimorfismo 1513A/C 
di P2X7 come possibili markers aggiuntivi per aumentare la capacità prognostica di 
quelli finora più studiati.  
La presenza del polimorfismo 1513A/C di P2X7, sebbene correli con la variante 
follicolare del carcinoma papillare, tuttavia non sembra mostrare una correlazione 
statisticamente significativa con le caratteristiche istopatologiche. 
L'espressione di CLDN-7 risultava ridotta nel 22% dei campioni di PTC dell’intera 
coorte ed una prevalenza analoga (21%) era osservata nel sottogruppo dei pazienti in 
stadio I/II. E' importante sottolineare come, a differenza di quanto osservato per la 
mutazione puntiforme di BRAF, la bassa espressione di CLDN-7 correlava 
significativamente con la persistenza/recidiva di malattia (p=0.02), con una specificità 
dell’89% ed un’accuratezza diagnostica del 63%. Inoltre, nel sottogruppo dei pazienti in 
stadio I/II, la bassa espressione di CLDN-7 era in grado di prevedere la 
persistenza/recidiva di malattia con una specificità ed un VPN superiori all'80% ed 
un’accuratezza diagnostica del 74%, avvicinandosi alla significatività statistica. Questi 
dati sembrano conferire al marker una particolare utilità nel predire un decorso clinico 
favorevole (elevato VPN) soprattutto in pazienti in cui il sistema TNM è meno efficace 
e la presenza di segni isto-patologici di aggressività include oltre il 75% dei casi che 
andranno incontro a guarigione clinica. In questo studio abbiamo confermato un 
incremento dell’espressione della CLDN-1 nelle sezioni istologiche principalmente 
della variante classica e follicolare (score 2-3), rispetto al tessuto tiroideo normale. 
Tuttavia, in accordo con precedenti dati della letteratura, in alcuni campioni tumorali 
tale incremento non era evidente (score 0-1). In dettaglio, considerando l’intera coorte 
di campioni, abbiamo documentato una ridotta espressione di CLDN-1 nel 40% dei 
campioni, soprattutto nelle varianti a cellule alte e solida. La presenza di ridotta 
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espressione di CLDN-1 si associava ad un decorso clinico sfavorevole pur non 
raggiungendo la significatività statistica (p=0.08), con scarsa specificità (69%) ed 
accuratezza diagnostica (60%). Analoghi risultati si ottenevano analizzando il 
sottogruppo dei pazienti con basso grado TNM: specificità 71% e accuratezza 63%. 
Abbiamo infine valutato se la contestuale presenza di bassa espressione di CLDN-1 e 
della mutazione puntiforme BRAF V600E potesse migliorare il potere prognostico, 
avvicinandolo a quello della CDLN-7 da sola. La contemporanea presenza dei due 
marker (bassa CLDN-1 e mutazione di BRAF), mostrava una correlazione 
statisticamente significativa con la prognosi (p=0.04). In dettaglio, si osservava un 
significativo incremento della specificità (83%), a fronte di un’accuratezza diagnostica 
sub-ottimale (62%). Nel sottogruppo dei pazienti in stadio I la contemporanea presenza 
dei due markers molecolari determinava un significativo incremento della specificità 
(86%) e dell’accuratezza diagnostica (71%). In conclusione, in questa coorte selezionata 
di pazienti affetti da PTC, la prevalenza della mutazione di BRAF è risultata 
particolarmente elevata, confermandosi il più sensibile marcatore di aggressività 
istologica. Ciononostante, la presenza di mutazione BRAFV600E non risultava 
altrettanto sensibile come marcatore prognostico, in quanto da sola era inefficace nel 
selezionare i pazienti con prognosi peggiore. Abbiamo inoltre confermato una bassa 
espressione di CLDN-1 e -7 negli istotipi più aggressivi, documentando inoltre che tale 
ridotta espressione correlava con una prognosi peggiore. In particolare, la valutazione 
del profilo di espressione della CLDN-7 risultava efficace nel predire un decorso clinico 
favorevole (elevato VPN) soprattutto in pazienti in cui il sistema TNM è meno efficace 
(stage I-II) e la presenza di segni isto-patologici di aggressività include oltre il 75% dei 
casi che andranno incontro a guarigione clinica. La contemporanea valutazione della 
9 
mutazione BRAF e dell’espressione di CLDN-1 era capace di conferire una efficacia 
simile a quella della CLDN-7. 
Nell'insieme, i nostri dati suggeriscono quindi che nei pazienti con PTC a maggiore 
aggressività istologica (la maggior parte dei quali presenta mutazione puntiforme 
BRAF), la valutazione dell’espressione delle claudine, in particolare della CLDN-7, può 
essere utile nella stratificazione del rischio e nella definizione dell’atteggiamento 
terapeutico. Ulteriori studi prospettici, su ampie casistiche di pazienti e più lungo 
follow-up, sono comunque necessari per confermare questi dati preliminari ed 
individuare un pannello più ampio e completo di marcatori genetici, che al momento 


















Epithelial thyroid carcinoma is the most common endocrine-ralated cancer and it 
accounts for 1% of all new diagnosed cancers. The papillary isotope (PTC) accounts for 
over 80% of all thyroid cancers and in the last decades its incidence has significantly 
increased. The PTC usually has a favourable prognosis. In fact, more than 85% of 
affected patients turn out to be disease free; however, the persistence-relapse rate may 
not be unessential (10-15% of cases). Over the last years there has been an important 
progress in the comprehension of the molecular mechanisms underlying thyroid 
carcinogenesis. PTCs are frequently associated with genetic alterations that are involved 
in the tumor initiation process. The BRAF mutations represent the most common 
genetic event (in particular in the classical and tall cells variants), appearing in the 40% 
of cases on average. In particular, the BRAF V600E mutation has received particular 
attention for its potential utility in risk stratification for PTC patients. Literature data 
show that BRAF is an important parameter of histological aggressiveness; however, its 
potential role in the prognostic stratification, in terms of persistence-relapse disease 
during the follow-up, has not been completely defined yet. In particular, it is still to 
define BRAF potential role in selecting patients with anatomo-pathological diagnosis 
criteria of aggressiveness, namely patients with the highest risk of persistence-relapse, 
with the aim of modulating their therapeutic attitude. Concerning this, it could become 
crucial the identification of further molecular markers representing, in association with 
BRAF mutation, accurate prognostic indicators that can better define the initial 
stratification of the risk and therefore improve the treatment and personalize the follow-
up of the patient. 
The claudins are the main components of tight junctions (TJ) between cells, together 
with the occludins and the junctional adhesion molecules. TJs represent a continuous 
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network of filaments on the cell surface. They regulate the passage of ions and small 
molecules (“barrier” function) and play a crucial role in the organization of epithelial 
polarity, in the localization of ion channels, receptors and enzymes (“fence” function). 
Recently, a strong association between TJs and carcinogenesis has been suggested. It is 
hypothesized that the destruction of tight junctions determine loss of cohesion, greater 
capacity of invasion and undifferentiation and, consequently, advancement of 
tumorigenesis. 
Literature data concerning the association between carcinoma and CLDN expression are 
non-uniform and the claudin expression profile may be different. In different kinds of 
carcinoma both an increase and a decrease of CLDN expression has been reported. As 
far as thyroid carcinoma is concerned, few studies have evaluated the CLDN expression 
profile. Some studies have documented the increase of CLDN gene expression in PTCs. 
A more recent study carried out with immunohistochemistry techniques, determined 
that there was a remarkable CLDN-1 expression in PTCs and papillary microorganisms 
compared to follicular carcinomas and adenomas, bringing out CLDN-1 as a potential 
PTCs marker. Other studies determined a different CLDN-1, -4 and -7 expression 
profile in the different histological types of thyroid tumors, observing a reduced 
expression undifferentiated or poorly differentiated carcinoma and in medullary 
carcinoma. On the basis of this observation, it is possible to hypothesize a significant 
correlation between low CLDN expression and loss of cell differentiation.  
The purinergic signal is involved in several biological processes and ATP and other 
extracellular nucleotides might play a role in the treatment of carcinomas, through an 
interaction with P2 receptors (P2Rs). Different P2R subtypes have been identified both 
in primary cultures and in cell lines of human neoplasias. The P2X7R subtype aroused 
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particular interest for its role played in the cell growth and apoptosis and in the release 
of cytokines. 
Several types of polymorphisms in the gene encoding for P2X7R have been described. 
Of particular interest is 1513A>C “loss of function” polymorphism, characterized by 
the substitution of Glu-496 with an alanine residue in the intracellular C-terminal 
portion. Because the apoptotic system plays a pivotal role in eliminating cancer cells, a 
functional defect of P2X7R may result in the development and spread of malignancy. 
The hyperexpression of P2X7R has been documented in several human neoplasias 
(chronic lymphocytic leukemia, neuroblastoma, melanoma, prostatic, lung and intestinal 
carcinoma).  
In this study, for the first time, CLDN-1 and -7 expression, the presence of 1513A>C 
polymorphism and V600E BRAF point mutation have been evaluated simultaneously 
within a group of PTC patients, selected for a diagnosed “moderate-high” risk following 
the TNM classification (III/IV stage) or “low” risk (II/III stage), but with 
histopatological aspects of aggressiveness. The primary objective of this study was to 
check the potential role of such molecular markers in the selection of patients with a 
real unfavourable clinical course in the follow-up and therefore in the early optimization 
of risk stratification. This is the reason why 68 cases meeting our selection criteria have 
been included. At the end of the follow-up, in the whole cohort of patients, around a 
half (53%) proved to be disease-free, while 47% showed persistence-relapsing disease, 
with 3 deaths for metastatic PTC. Our data have confirmed that, within the whole 
cohort, some greater risk parameters (age, male gender, TNM stage, diameter, histotype, 
tyreoglobulina values before the ablation therapy) correlated with a worse prognosis. 
Considering the subgroup of patients at low risk for TNM (I/II stage), persistence-
relapsing disease was documented in 26% of cases confirming the clinical-pathological 
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suspect of aggressiveness. On the other hand, within this group of patients it was not 
observed any correlation between persistence-relapsing disease and the most traditional 
unfavourable prognostic parameters, confirming the peculiar need of molecular markers 
that can predict an unfavourable clinical course. As far as BRAF point mutation is 
concerned, the preferential association with the classical and tall cells variants of 
papillary histotypes has been confirmed, with a remarkable high prevalence (72%). This 
prevalence (68.4%) was also confirmed in the subgroup of patients with stage I/II. This 
fact confirms the significant association between BRAF mutation and anatomo-
pathological and clinical aggressiveness of diagnosis, according to the most recent 
literature data. Nevertheless, in this selected casuistic, BRAF V600E mutation did not 
prove to be effective in selecting patients with a worse prognosis. In fact, an 
unfavourable clinical course was noticed in 47% of patients, irrespective of the presence 
of mutation, so the diagnostic accuracy appeared below 50%. Analogous results were 
obtained in the subgroup at lower risk (stage I/II), where the persistence-relapsing 
disease appeared similar irrespective of the BRAF mutation (27% and 25% 
respectively), with a diagnostic accuracy of 42%. In other words, the BRAF mutation 
although associated with the presence of conventional aggressiveness indices, it was not 
able to allow a further selection that could stratify the risk and the consequent 
therapeutic attitude, thus confirming the need of identifying further molecular 
prognostic markers. 
In this context, it has been evaluated the potential role of CLDN and the presence of 
1513A>C polymorphism as additional markers to improve the prognostic ability of the 
most studied so far. Although the presence of P2X7 1513A/C polymorphism correlates 
with the follicular variant of papillary carcinoma, however it does not seem to have a 
statistically significant correlation with the histopathological features.   
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The CLDN-7 expression appeared reduced in 22% of PTC samples of the whole cohort 
and a similar prevalence (21%) was observed in the subgroup of I/II stage patients. It is 
important to underline how, unlike what was observed for the BRAF point mutation, the 
low CLDN-7 expression significantly correlated with persistence-relapsing disease 
(p=0.02), with a specificity of 89% and a diagnostic accuracy of 63%. Moreover, in the 
subgroup of I/II stage patients, the low CLDN-7 expression was able to calculate the 
persistence-relapsing disease with a specificity and a VPN higher than 80% and a 
diagnostic accuracy of 74%, verging on the statistical significance. These data seem to 
confer the marker a particular utility in predicting a favourable clinical course (high 
VPT), especially with those patients whose TNM system is less effective and the 
presence of histopathological signs of aggressiveness includes more than 75% of cases 
that will head for clinical recovery. In this study we have confirmed a growth of CLDN-
1 expression in the classical and follicular variants histological sections (score 2-3), 
compared to the normal thyroid tissue. However, according to previous literature data, 
in some cancer samples such a growth was not evident (score 0-1). In detail, 
considering the whole cohort of samples, we have documented a reduced CLDN-1 
expression in 41% of samples, especially in the solid and tall cells variants. The 
presence of reduced CLDN-1 expression was associated with an unfavourable clinical 
course even if it did not reach the statistical significance (p=0.08), with poor specificity 
(69%) and diagnostic accuracy (60%). Analogous results were obtained analyzing the 
low TNM patients subgroup: specificity 71% and accuracy 63%. Finally, we have 
evaluated if the contextual presence of CLDN-1 expression and BRAF V600E point 
mutation could improve the prognostic power pushing it close to the one of CLDN-7 
alone. The concurrent presence of the two markers (low CLDN-1 and BRAF mutation) 
showed a statistically significant correlation with the prognosis (p=0.04). In detail, it 
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was observed a significant increase of specificity (83%), against a suboptimal 
diagnostic accuracy (62%). Within the subgroup of I stage patients, the concurrent 
presence of the two molecular markers determined a significant increase of specificity 
(86%) and diagnostic accuracy (71%). In conclusion, within this selected cohort of PTC 
patients, the prevalence of BRAF mutation proved to be particularly high, establishing it 
as the most sensitive marker of histological aggressiveness. Nevertheless, the presence 
of BRAF V600E mutation did not prove to be so sensitive as a prognostic marker, since 
it alone was ineffective in selecting patients with worse prognosis. Moreover, we have 
confirmed a low CLDN-1 and -7 expression in the most aggressive isotopes, also 
documenting that such a reduced expression correlated with a worse prognosis. In 
particular, the evaluation of the CLDN-7 expression profile proved to be ineffective in 
predicting a favourable clinical course (high VPN), especially with those patients whose 
TNM system is less effective and the presence of histopathological signs of 
aggressiveness includes more than 75% of cases that will head for clinical recovery. 
The concurrent evaluation of BRAF mutation and CLDN-1 expression was able to 
confer an efficacy similar to that of CLDN-7.  
Altogether, these data suggest therefore that in PTC patients with greater histological 
aggressiveness (most of whom show BRAF point mutation), the evaluation of claudin 
expression, in particular of the CLDN-7, may be useful in the risk stratification and in 
the definition of therapeutic attitude. However, further perspective studies, on wide 
patient surveys and longer follow-up, are necessary in order to confirm these 
preliminary data and identify a wider panel of genetic markers, which now represent the 
most promising strategy for the prognostic stratification of these patients. 
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 1 INTRODUZIONE 
1.1    Neoplasie tiroidee 
La patologia nodulare tiroidea rappresenta l’endocrinopatia più comune. Noduli tiroidei 
palpabili sono presenti nel 4-7% della popolazione residente in aree iodosufficienti e in 
una percentuale ancora più alta in aree iodocarenti (1). Negli ultimi anni, con il 
progressivo diffondersi dell’utilizzo di metodiche di imaging (ecografia, ecodoppler dei 
vasi cerebro afferenti, TAC e RM del collo), è stato documentato un aumento 
significativo dei noduli nella popolazione, in quanto è possibile diagnosticare anche 
quelli non palpabili. Questi noduli subclinici coinvolgono il 40- 50% della popolazione 
adulta. Benché per la maggior parte siano benigni, circa il 5% di tali noduli sono 
maligni. 
Il carcinoma tiroideo, e in particolare il suo sottogruppo più rappresentativo, costituito 
dai carcinomi differenziati della tiroide (Differentiated Thyroid Cancer, DTC), è il 
tumore endocrino più comune e presenta un tasso di mortalità non trascurabile. 
Tuttavia, se adeguatamente trattato, è caratterizzato da una prognosi favorevole e da 
un’elevata percentuale di cura.  
I tumori maligni della tiroide sono le più frequenti neoplasie del sistema endocrino e 
rappresentano circa l’1% di tutti i tumori maligni umani. In questi ultimi decenni si è 
registrato un netto incremento di incidenza e prevalenza di questo tipo di neoplasie (2). 
Ciò è probabilmente dovuto a vari fattori tra cui un ruolo di primaria importanza è 
indubbiamente attribuibile al miglioramento delle tecniche diagnostiche, legato alla 
progressiva diffusione dell’imaging ecografico e all’ormai affermato utilizzo 




1.1.1    Classificazione delle neoplasie della tiroide 
A seconda del tipo cellulare da cui originano, si distinguono neoplasie che derivano 
dalle cellule follicolari della tiroide, neoplasie che originano dalle cellule parafollicolari 
o cellule C e localizzazioni intratiroidee di neoplasie derivate da altri tessuti. Al primo 
gruppo appartengono i carcinomi differenziati della tiroide (Differentiated Thyroid 
Cancer, DTC) e i carcinomi scarsamente differenziati e anaplastico (Anaplastic Thyroid 
Cancer, ATC). I DTC sono a loro volta distinti in carcinoma papillare (Papillary 
Thyroid Cancer, PTC), carcinoma follicolare (Follicular, Thyroid Cancer, FTC) e altri 
istotipi più rari. Il secondo gruppo di tumori tiroidei è costituito dal carcinoma midollare 
della tiroide (MTC) che origina dalle cellule parafollicolari o cellule C ed è meno 
frequente dei tumori che originano dalle cellule follicolari (con un’incidenza di circa il 
5%). Seguono poi neoplasie più rare, a localizzazione intratiroidea, ma derivate da tipi 
cellulari non di pertinenza tiroidea, come i tumori timici, i linfomi, i tumori stromali, 
ecc… I DTC sono i più frequenti tumori tiroidei, in particolare il PTC, che a sua volta si 
distingue in diverse varianti istologiche (variante classica, follicolare, a cellule alte, 
solida, sclerosante diffusa, trabecolare, ecc…). I DTC sono anche quelli a prognosi 
migliore essendo in genere altamente curabili. I carcinomi scarsamente differenziati 
della tiroide possono derivare dai DTC o insorgere de novo e possono a loro volta 
progredire in carcinoma anaplastico. Essi hanno generalmente un’elevata mortalità e 
sono scarsamente curabili, pur avendo una prognosi lievemente migliore del carcinoma 
anaplastico. Quest’ultimo invece è tra i più aggressivi e mortali tumori dell’uomo. 
1.1.2   Epidemiologia 
Come già specificato i carcinomi tiroidei sono i tumori endocrini più frequenti con 
un’incidenza annua che varia da 0,5 a 10 casi per 100000 abitanti. Dati epidemiologici 
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provenienti dai registri americani ed europei evidenziano un incremento, negli ultimi 30 
anni, dell’incidenza del carcinoma della tiroide (3). In Italia, secondo dati dell’AIRC, 
l’incidenza annuale dei carcinomi tiroidei è di circa 4 nuovi casi ogni 100000 individui 
[www.airc.it]. I DTC rappresentano la stragrande maggioranza di tutti i carcinomi 
tiroidei e, tra di essi, i PTC sono l’istotipo più frequente, rendendo conto dell’80% dei 
casi (secondo alcune casistiche 85-90%). Gli FTC hanno un’incidenza inferiore e 
rappresentano circa il 5-10% di tutti i tumori maligni della tiroide con una prognosi 
peggiore dei PTC, causando il 40% dei decessi dovuti a DTC. Il carcinoma scarsamente 
differenziato ha un’incidenza dello 0,4-10% a seconda delle casistiche e il carcinoma 
indifferenziato o anaplastico del 2-5%. 
Ad eccezione di alcune forme rare di tumore tiroideo (come la forma invasiva di 
carcinoma a cellule colonnari), le neoplasie della tiroide sono da 2 a 4 volte più 
frequenti nel sesso femminile. Globalmente, tra i carcinomi della tiroide, i DTC sono 
quelli a prognosi più favorevole, al contrario dei carcinomi scarsamente differenziati o 
anaplastici. Il loro tasso di sopravvivenza medio a 10 anni è di circa il 90%. Una 
prognosi particolarmente favorevole si registra nel sesso femminile e nei bambini. 
Tuttavia, in una minima percentuale di casi, variabile a seconda degli studi, anche 
questo tipo di neoplasie risulta avere prognosi meno favorevole o addirittura infausta. Si 
stima che nel mondo ogni anno muoiano circa 35000 persone per tumori della tiroide 
(negli Stati Uniti circa 1600 all’anno, con un tasso di mortalità annuo pari a circa 0,5 
per 100000 abitanti/anno). Oltre il 10% delle morti per carcinoma della tiroide è 
attribuibile a DTC anche quando non siano presenti caratteri clinicopatologici 
suggestivi di maggior aggressività. Ciò accade in quanto alcune neoplasie, pur essendo 
a basso rischio al momento della diagnosi, possono andare incontro a progressivi 
cambiamenti che ne aumentano l’aggressività, perdendo ad esempio la capacità 
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iodocaptante o diventando scarsamente  differenziati o del tutto sdifferenziati: ciò 
conduce alle recidive di malattia o alla morte. 
D’altra parte, nonostante la mortalità dei DTC sia relativamente bassa, essi sono gravati 
da una prevalenza di recidive di malattia tutt’altro che trascurabile. Circa il 15-20% dei 
pazienti sviluppa persistenza o recidiva di malattia (4) sopratutto a livello locale (collo), 
con interessamento prevalente dei linfonodi loco regionali e più raramente del letto 
tiroideo, dei tessuti molli o delle vie aeree o digestive superiori. Circa il 10% dei 
pazienti affetti da DTC sviluppa metastasi a distanza. Più frequentemente si tratta di 
metastasi polmonari (50%), o ossee (25%, in ordine di frequenza vertebre, bacino, ossa 
lunghe, cranio, coste), seguite da localizzazioni cerebrali, cutanee ed epatiche (5%). 
Occasionalmente sono state descritte sedi metastatiche inusuali (surrenaliche, renali, 
ovariche), quasi sempre coesistenti con metastasi ossee e/o polmonari in quadri di 
malattia disseminata. 
La maggior parte delle recidive si manifesta entro tre anni dalla diagnosi, i due terzi 
nella prima decade di follow-up, le restanti successivamente e comunque molto 
raramente dopo 20 anni. Tra le recidive, quelle locali rappresentano circa il 70%, quelle 
a distanza il 30%. La mortalità a 30 anni è pari al 12% nei pazienti con recidive locali e 
al 43% in quelli con metastasi a distanza, con variazioni a seconda dell’istologia 
(papillare/follicolare) e dell’età. La diagnosi precoce delle recidive può aumentare 
l’aspettativa di vita, in particolare se si tratta di metastasi operabili e/o captanti il 
radioiodio. Per questo è decisiva la pianificazione di un adeguato followup protratto nel 
tempo. Il follow-up di un paziente sottoposto a tiroidectomia per DTC differisce in 
relazione al grado di rischio. Sono considerati a basso rischio i pazienti senza evidenza 
al momento della diagnosi di metastasi locoregionali o a distanza, sottoposti ad 
escissione completa della neoplasia, con forme istologiche non aggressive e senza 
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invasione vascolare, con evidenza all’esame scintigrafico di captazione del radioiodio 
nella sola loggia tiroidea. Sono a rischio intermedio i pazienti con esame istologico 
positivo per infiltrazione della capsula e dei tessuti peritiroidei, con coinvolgimento dei 
linfonodi laterocervicali, con varianti istologiche più aggressive o con captazione 
extratiroidea al primo WBS postablazione. Sono considerati a rischio elevato i casi con 
invasione macroscopica dei tessuti e/o vasi peritiroidei, con escissione chirurgica 
incompleta, con metastasi a  distanza o presenza di captazione del radioiodio in sedi 
extratiroidee, con valori di Tg elevati non in accordo col quadro scintigrafico (5). 
 
1.1.3   Stadiazione 
Uno dei principali problemi che si incontrano nella gestione del carcinoma tiroideo, 
riguarda la necessità di adattare le strategie terapeutiche e il follow-up al grado di 
aggressività atteso caso per caso. In questo contesto sono stati sviluppati vari metodi di 
classificazione e stadiazione neoplastica che consentono di predire l’aggressività clinica 
ed il rischio di persistenza/recidiva di malattia nel corso del follow-up. 
Analogamente alle altre neoplasie, l’accurata stadiazione postchirurgica del carcinoma 
della tiroide consente di stimare la prognosi e di impostare nel modo migliore la 
gestione terapeutica e il follow-up della malattia. 
Utilizzando una serie di parametri clinico-patologici, è possibile classificare i tumori 
differenziati della tiroide in categorie di rischio che dovrebbero correlare con 
l’aggressività e l’outcome clinico. A differenza delle altre neoplasie del distretto 
anatomico del capo e collo, la stadiazione dei carcinomi tiroidei non può basarsi 
esclusivamente sull’estensione locale della neoplasia, ma deve tenere conto anche di 
altri fattori, quali l’istotipo e l’età del paziente. Uno dei sistemi di stadiazione più 
utilizzato è il TNM, redatto a cura dell’AJCC/UICC (American Joint Committee on 
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Cancer/International Union Against Cancer). Il sistema TNM, applicabile a tutte le 
neoplasie solide, serve a quantificare il grado di estensione del tumore nell’organismo 
mediante tre parametri principali. Il parametro T descrive la dimensione della neoplasia 
e l’eventuale invasione delle strutture limitrofe, il parametro N descrive il 
coinvolgimento linfonodale loco regionale, il parametro M infine descrive le metastasi a 
distanza. Il prefisso p, talvolta inserito prima dei parametri T, N e M, serve ad indicare 
una classificazione basata su dati anatomopatologici relativi a campioni chirurgici. La 
classificazione delle neoplasie secondo il sistema TNM fornisce un utile strumento per 
descrivere in maniera rapida il grado di estensione dei tumori, che viene tra l’altro 
impiegato per la compilazione dei registri ospedalieri dei tumori e per gli studi 
epidemiologici. La classificazione TNM nell’ambito dei tumori tiroidei è stata più volte 
rivista e modificata. La settima edizione del TNM (2010), è al momento la versione più 
aggiornata, ma le ultime linee guida ATA per la gestione del carcinoma tiroideo fanno 
ancora riferimento alla versione precedente (6), che prevede quanto segue: 
Tumore primitivo (T): 
- TX: non può essere valutato; 
- T0: non evidenza di tumore primitivo; 
- T1: tumore di diametro ≤ 2 cm, limitato alla tiroide; 
- T2: tumore di più di 2 cm, ma non più di 4 cm; 
- T3: tumore di più di 4 cm limitato alla tiroide o qualunque tumore con minima 
estensione extratiroidea (es.: estensione al muscolo sternotiroideo o ai tessuti molli 
peritiroidei); 
- T4a: malattia moderatamente avanzata, tumore di qualunque dimensione con 
estensione attraverso la capsula tiroidea con invasione dei tessuti molli sottocutanei, 
laringe, trachea, esofago o nervo laringeo ricorrente; 
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- T4b: malattia molto avanzata, il tumore invade la fascia paravertebrale o incarcera 
l’arteria carotide o i vasi mediastinici; 
Linfonodi regionali (N): 
- NX: non valutabili; 
- N0: assenza di metastasi linfonodali loco regionali; 
- N1a: metastasi ai linfonodi del VI livello (linfonodi pretracheali, paratracheali e 
prelaringei/delfico); 
- N1b: metastasi ai linfonodi unilaterali, bilaterali o cervicali contro laterali (livelli I, II, 
III, IV, V) o retro faringei o mediastinici superiori (VII livello); 
Metastasi a distanza (M): 
- Mx: non applicabile; 
- M0: assenza di metastasi a distanza; 
- M1: metastasi a distanza. 
 
1.2    Tumorigenesi tiroidea 
Negli ultimi anni gli sforzi della ricerca si stanno concentrando sull’identificazione di 
metodi in grado di predire con sufficiente accuratezza la prognosi dei carcinomi tiroidei 
differenziati, in modo da trattare più aggressivamente fin dall’inizio quelli che hanno i 
caratteri prognostici peggiori. Tali nuovi metodi interessano anche il campo della 
biologia molecolare, nel tentativo di individuare markers genetici o altri markers 
biologici in grado di correlare con la prognosi e l’outcome clinico.  Come in molte altre 
neoplasie, anche per quanto riguarda i tumori della tiroide, sono state dimostrate 
numerose alterazioni a livello genomico che sono coinvolte nei processi di iniziazione, 
promozione e progressione neoplastica. In circa i due terzi dei tumori della tiroide è 
oggi possibile risalire alla causa genetica scatenante la trasformazione e la progressione 
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neoplastica. Si è visto inoltre che in alcune circostanze esiste una certa correlazione tra 
caratteristiche clinicopatologiche del tumore e tipo di mutazione presente, rendendo lo 
studio della genetica delle neoplasie non più solo una curiosità scientifica, ma un 
potenziale strumento capace di raffinare le strategie diagnostiche e di indirizzare le 
scelte terapeutiche e di follow-up più efficaci. 
 
1.2.1 Meccanismi molecolari responsabili dello sviluppo dei carcinomi della tiroide 
di origine follicolare  
1.2.1.1  Genetica del carcinoma papillare della tiroide 
Il 94% delle neoplasie maligne che insorgono nella tiroide è rappresentato dai carcinomi 
ben differenziati (DTC) che includono i PTC e i FTC. I PTC sono l’isotipo di gran 
lunga più frequente rendendo conto dell’80% dei casi. E’ noto che l’incidenza dei PTC 
è strettamente correlata con l’esposizione alle radiazioni ionizzanti e un importante 
aumento del numero di nuovi casi si è osservato per esempio dopo l’incidente nucleare 
di Chernobyl nelle regioni interessate dal “fall-out” radioattivo. I PTC sono 
principalmente caratterizzati da mutazioni attivanti del proto-oncogene BRAF o da 
riarrangiamenti somatici del proto-oncogene RET. Più raramente esse presentano 
riarrangiamenti NTRK1 (Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase type 1) o mutazioni 
attivanti di una delle 3 isoforme di RAS (HRAS, KRAS, NRAS), soprattutto riscontrate 
nei PTC della variante follicolare. Questi geni codificano per mediatori del signaling 
intracellulare posti in sequenza la cui attivazione contribuisce all’induzione della 
cascata fosforilativa MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). Questa evidenza ed il 
riscontro di una mutuale esclusività tra un evento e l’altro nella stessa neoplasia 
costituiscono la dimostrazione genetica della essenzialità della attivazione della via 
MAPK nella tumorigenesi del PTC. 
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In un sottogruppo di queste neoplasie si riscontra attivazione anche della via PI3K 
(PhosphoInositide-3-Kinase)-AKT in seguito alle stesse mutazioni di RAS o 
all’occorrenza di mutazioni attivanti del gene PI3KCA (codificante per la sub-unità 
catalitica della PI3K) o a perdita di funzione dell’oncosoppressore PTEN. 
 
1.2.1.2  Genetica del carcinoma follicolare della tiroide 
Gli FTC hanno una prevalenza inferiore rispetto ai PTC e rendono conto di circa il 10% 
di tutti i tumori maligni della ghiandola, ma di circa il 40% delle morti attribuite ai 
DTC. Essi sono associati in primo luogo a mutazioni somatiche dei geni RAS. Tuttavia 
queste mutazioni si riscontrano sia nel 40% degli adenomi follicolari che in un numero 
quasi equivalente di FTC. Questa osservazione suggerisce che l’attivazione costitutiva 
di RAS è permissiva, ma non sufficiente per lo sviluppo dei carcinomi follicolari 
maligni. 
In aggiunta alle mutazioni RAS, un sottogruppo di FTC negativi per alterazioni di RAS 
presenta un riarrangiamento tra i geni PAX8 e PPARγ (Peroxisome Proliferator 
Activated Receptor γ). Anche in questo caso l’alterazione genetica sembra riscontrabile 
sia negli adenomi follicolari (0-31%) che negli FTC (25-63%).  
Infine nel 50% degli FTC si riscontra attivazione della via PI3K-AKT che consegue alle 
stesse mutazioni di RAS o all’occorrenza di mutazioni attivanti del gene PI3KCA o a 
perdita di funzione dell’oncosoppressore PTEN, in modo simile a quanto osservato per 
un sottogruppo dei PTC. 
 
1.2.1.3  Genetica dei carcinomi poco differenziati e anaplastici della tiroide 
Complessivamente i carcinomi poco differenziati o francamente indifferenziati 
rappresentano il 5% circa delle neoplasie maligne della tiroide. 
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Nella categoria del carcinoma poco differenziato (PDTC) vengono inclusi quei tumori 
che mostrano un grado di differenziazione ed un comportamento biologico intermedio 
tra il carcinoma follicolare ben differenziato ed il carcinoma anaplastico. La possibilità 
che i PDTC e gli ATC derivino dalla progressione tumorale con perdita di 
differenziazione dei DTC è supportata da evidenze cliniche, patologiche e genetiche. 
Per quanto riguarda quest’ultimo aspetto, in alcuni tumori poco differenziati sono state 
per esempio evidenziate lesione genetiche caratteristiche dei PTC, quali mutazioni 
attivanti di BRAF. Non è poi infrequente il riscontro nell’ambito di queste neoplasie di 
aree in cui è preservata una architettura citomorfologica ben differenziata.  
Tra gli eventi molecolari possibilmente in gioco nella progressione dei carcinomi 
tiroidei in PDTC e ATC vanno ricordati in primo luogo quelli che risultano in una 
inattivazione della funzione dell’oncosoppressore p53. Inoltre sono state implicate in 
questo processo modificazioni della regolazione della β-catenina e attivazione della via 
PI3K-AKT. 
 
1.2.2   Cascata MAP-chinasi e mutazioni di BRAF 
La cascata delle proteine chinasi attivate da mitogeni (MAP-chinasi o MAPK) è una via 
di segnalazione intracellulare che gioca un ruolo fondamentale nella proliferazione, 
differenziazione, apoptosi e sopravvivenza cellulare. Quando è attivata in maniera 
aberrante a causa di mutazioni di alcune proteine che ne fanno parte, è implicata nella 
genesi tumorale (7),  (8). Nel carcinoma della tiroide, il riarrangiamento RET/PTC è un 
comune attivatore della via della MAP-chinasi  (9),  (10). Anche le mutazioni attivanti 
del gene Ras possono esserne frequentemente la causa (11). Le mutazioni di BRAF 
sono una delle cause principali dell’attivazione della via della MAP-chinasi nei tumori 
umani  (12). Tra i tre geni Raf-chinasi noti (A-Raf, B-Raf e C-Raf), il gene B-Raf 
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mutato, che dà luogo alla mutazione della proteina BRAF, è il più potente attivatore 
della via della MAP-chinasi (7). BRAF è una serina-treonina chinasi, appartenente alla 
famiglia delle proteine RAF (Costituita da A-RAF, B-RAF o BRAF, C-RAF), che 
rappresentano i primi effettori della cascata fosforilativa MAPK. Questa via di 
trasduzione del segnale è fortemente conservata e regola la proliferazione cellulare, la 
differenziazione, la sopravvivenza e la senescenza in risposta ad una varietà di recettori 
tirosino-chinasici di membrana (quali quello per il fattore di crescita epidermoidale o 
EGF) e di proteine di adesione (13). (Figura 1). 
Nel 2002, Davies e coll. hanno riportato la presenza di mutazioni puntiformi di BRAF 
nel 66% dei melanomi e in alcuni tumori del colon-retto e dell’ovaio (12). Tutte le 
mutazioni individuate erano raggruppate in due regioni del dominio chinasico di BRAF: 
a) il dominio ricco di glicine che lega l’ATP ed è codificato dall’esone 11 (P-loop); b) il 
loop di attivazione, ossia la regione della molecola che attraverso la sua fosforilazione 
permette la piena attivazione della chinasi, codificata dall’esone 15 (A-loop). Oltre il 
90% delle circa 40 mutazioni trovate in questi tumori sono rappresentate a livello 
genomico dalla trasversione di una timina in posizione 1799 con una adenina (T1799A), 
che a livello proteico porta alla sostituzione della valina in posizione 600 con un 
glutammato (V600E) (14). Tale sostituzione aminoacidica nella proteina BRAF, la 
trasforma in una chinasi costitutivamente attiva e quindi oncogenica (12), (14). 
L’identificazione e la caratterizzazione della mutazione V600E di BRAF (BRAF 
V600E) ha rappresentato negli ultimi anni una delle scoperte più importanti nell’ambito 
della biologia molecolare del carcinoma della tiroide. In effetti tale mutazione è la più 
comune tra le alterazioni genetiche note del carcinoma tiroideo. Esistono poche altre 
mutazioni attivanti BRAF che si trovano molto più raramente nei tumori tiroidei, per cui 
si può dire che BRAFV600E è la più comune e virtualmente la sola mutazione di BRAF 
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identificata nei tumori della tiroide. In alcuni studi sui carcinomi tiroidei familiari non 
midollari, è stato dimostrato che tale mutazione non è germinale. In altri studi è stato 
dimostrato che tale mutazione somatica riguarda esclusivamente i carcinomi papillari 
(PTC) e gli anaplastici derivati dai papillari, con una prevalenza del 45% nei primi e del 
25% nei secondi, mentre non si ritrova nei carcinomi follicolari o in altri tipi di tumori 
tiroidei (15), (16). La prevalenza media della mutazione di BRAF nei PTC è del 44%, 
oscillando nelle diverse casistiche dal 29 all’83%. Diversamente dai riarrangiamenti 
RET/PTC, la prevalenza delle mutazioni puntiformi di BRAF è bassa nei tumori 
pediatrici (0-12%), mentre è elevata nei PTC non radiazione indotti degli adulti. 
Numerosi studi hanno dimostrato un’associazione della mutazione di BRAF con un 
outcome clinico più aggressivo (invasione tumorale dei tessuti peritiroidei, metastasi o 
recidive di PTC) (15),  (16). Altri studi hanno dimostrato una stretta associazione della 
mutazione di BRAF con la sdifferenziazione dei PTC, che si traduce in una ridotta 
espressione dei geni tiroide-specifici come NIS, TPO, pendrina e Tg. Le mutazioni di 
BRAF sembrano essere degli eventi di inizializzazione tumorale nei PTC. A supporto di 
questa affermazione vi è il loro riscontro nei   microcarcinomi papillari della tiroide 
considerati uno step iniziale dello sviluppo dei carcinomi clinicamente significativi e 
l’evidenza che topi transgenici che esprimono BRAFV600E a livello tiroideo, 
sviluppano delle neoplasie di istotipo papillare. Da questi dati presenti in letteratura 
risulta quindi che la mutazione di BRAF è un nuovo promettente marker prognostico 
del carcinoma tiroideo. Negli ultimi anni sono stati pubblicati diversi studi che hanno 
cercato di correlare la presenza della mutazione di BRAF con le caratteristiche cliniche 
dei PTC. Sembra esistere una stretta correlazione tra presenza della mutazione e le 
varianti istologiche classica e a cellule alte (quest’ultima è considerata più aggressiva). 
La mutazione di BRAF è stata inoltre riscontrata in un 15-20% di carcinomi poco 
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differenziati e indifferenziati della tiroide, soprattutto quando si poteva riconoscere la 
coesistenza di aree ben differenziate con architettura papillare contenenti la stessa 
mutazione. Questi dati suggeriscono una possibile progressione dei PTC BRAF-positivi 
verso forme meno differenziate. 
Gli studi effettuati in vitro in linee cellulari di tiroide e su topi transgenici sembrano 
confermare ciò che si riscontra in ambito clinico. Infatti l’espressione di BRAF V600E 
nella linea cellulare di tiroide di ratto PCCL3 induce una perdita di differenziazione e 
conferisce una modalità di crescita simile a ciò che si verifica inducendo l’espressione 
di RET/PTC nelle stesse cellule. BRAF però, diversamente da RET/PTC induce anche 
instabilità genomica, facilitando l’acquisizione di eventi genetici secondari. Anche gli 
studi eseguiti su modelli di topi transgenici che esprimono a livello tiroideo il gene 
mutato, mostrano una maggiore aggressività dei tumori portatori della mutazione di 
BRAF rispetto a quelli caratterizzati dai riarrangiamenti RET/PTC. Infatti, mentre topi 
transgenici che esprimono BRAF V600E nella tiroide sviluppano tumori tiroidei poco 
differenziati, questo non si verifica negli animali che esprimono RET/PTC (17). 
I dati fin qui riportati sembrano suggerire un fenotipo più aggressivo per i tumori 
caratterizzati dalla mutazione di BRAF rispetto a quelli che presentano altre alterazioni 
genetiche. In effetti alcuni studi di correlazione tra genetica e aspetti clinico-patologici 
dei tumori hanno constatato l’associazione tra la presenza della mutazione di BRAF e 
segni di maggiore aggressività quali un’età più avanzata al momento della diagnosi, 
l’invasione extratiroidea, la presenza di metastasi linfonodali o a distanza, uno stadio di 
malattia più avanzato, un tasso di recidive maggiore anche in casi considerati 
inizialmente a basso rischio e un tasso di mortalità più elevato nel follow-up a lungo 
termine (18). Altri studi, sebbene eseguiti su casistiche di numero paragonabile alle 
precedenti, non sono stati invece in grado di verificare l’associazione tra la mutazione di 
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BRAF e i segni di una maggiore aggressività (19). I motivi di queste discordanze 
potrebbero essere dovute all’eterogeneità delle casistiche per quanto riguarda varianti 
istologiche, età dei pazienti e differenze genetiche delle popolazioni esaminate, al 
numero ancora relativamente piccolo di casi analizzati e forse anche a differenze nella 
tempestività della diagnosi (13) . 
Una recente meta-analisi dei 28 lavori pubblicati che hanno valutato l’impatto 
prognostico di BRAF nei PTC, ha però confermato che complessivamente la casistica 
depone per una significativa associazione della mutazione con caratteristiche meno 
favorevoli della neoplasia (16). 
In conclusione BRAF ha le potenzialità per poter diventare un marker prognostico utile 
per migliorare il trattamento e la gestione del follow-up dei pazienti con PTC, con il 
vantaggio di essere facilmente determinabile anche nel materiale citologico, ma 


















1.2.3   Riarrangiamenti RET/PTC 
L’attivazione del gene RET in seguito all’occorrenza di riarrangiamenti cromosomici è 
stata descritta per la prima volta nei PTC oltre 20 anni fa (20). Lo studio di questo 
oncogene ha ricevuto successivamente un forte impulso dopo l’incidente nucleare di 
Chernobyl. Infatti nelle popolazioni colpite dal “fall-out” nucleare si è avuto un 
notevole incremento dell’incidenza dei PTC pediatrici e la caratterizzazione genetica di 
questi tumori radiazione-indotti ha evidenziato la presenza di riarrangiamenti di RET in 
una percentuale elevata di casi (66-87%), indicando una correlazione tra radiazioni 
ionizzanti e formazione di riarrangiamenti cromosomici nella tiroide. RET codifica per 
una proteina di membrana con un dominio tirosino-chinasico sul versante 
citoplasmatico che funziona da recettore per ligandi della famiglia del GDNF (Glial cell 
line-Derived Neurotrophic Factor) ed è essenziale per lo sviluppo del sistema nervoso 
simpatico, parasimpatico ed enterico, del rene e del testicolo. Normalmente RET non è 
espresso nelle cellule follicolari della tiroide. I riarrangiamenti cromosomici che 
interessano questo gene, collocato sul braccio lungo del cromosoma 10, portano alla 
fusione della regione che codifica per il dominio tirosino-chinasico (situato al 3’ del 
gene) con la porzione al 5’ di geni  eterologhi. Questo porta alla formazione di geni 
chimerici (chiamati RET/PTC) che codificano per proteine di fusione con funzione 
oncogenica. I RET/PTC vengono espressi nelle cellule follicolari sotto il controllo del 
promotore del gene con cui RET si ricombina, che è normalmente attivo nella tiroide, si 
localizzano a livello citoplasmatico a causa della perdita del dominio transmembrana 
del recettore, e risultano costitutivamente attivi grazie a domini di dimerizzazione 
presenti nella porzione NH2-terminale, donata dal gene partner, che condizionano la 
dimerizzazione dei RET/PTC e l’attivazione della funzione chinasica. Negli anni sono 
stati scoperti oltre 10 riarrangiamenti di RET nei quali RET è fuso con geni diversi. 
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Circa il 90% dei riarrangiamenti ad oggi riscontrati sono rappresentati dalle varianti 
RET/PTC1 e RET/PTC3 che si formano in seguito ad una inversione intracromosomica 
a livello del braccio lungo del cromosoma 10 che porta alla fusione del gene RET 
rispettivamente con i geni H4/D10S170 e RFG/ELE1. I RET/PTC attivano diverse vie 
di trasduzione del segnale, quali la via MAPK e quella PI3K, la cui attivazione 
costitutiva è responsabile dell’azione trasformante di queste oncoproteine. 
L’autofosforilazione dei residui tirosinici Y905, Y1015 e Y1062 che formano siti di 
ancoraggio rispettivamente per Grb7/Grb10, PLCγ e Shc/Snt(Frs2)/Enigma appaiono 
critiche per l’attivazione del signaling. Ci sono numerose evidenze che suggeriscono 
che i RET/PTC siano implicati nella iniziazione tumorale dei PTC. In primo luogo i 
RET/PTC inducono trasformazione in cellule tiroidee in coltura e formazione di tumori 
con istologia papillare in modelli di topi transgenici che esprimono riarrangiamenti a 
livello tiroideo. In secondo luogo essi si riscontrano in una discreta percentuale di 
microcarcinomi occulti nella tiroide. 
L’attivazione dei RET/PTC in cellule tiroidee in coltura porta alla diminuzione 
dell’espressione di geni specifici della tiroide quali quelli che codificano per 
tireoglobulina e il NIS, testimoniando l’induzione di una perdita di differenziazione 
delle cellule. Da studi recenti sembra che RET/PTC produca questi effetti attraverso 
l’attivazione del signaling lungo la via MAPK e che questa richieda la presenza di 
molecole di BRAF funzionanti.  
Lo studio dei profili di espressione genica, eseguiti con la tecnica del DNA microarray, 
in tumori umani o in cellule in coltura esprimenti RET/PTC, ha evidenziato un aumento 
peculiare dell’espressione di molti geni coinvolti nella regolazione dell’infiammazione e 
della risposta immunitaria (21). E’ possibile che questi geni giochino un ruolo 
importante nella regolazione della progressione tumorale e dell’invasività. 
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La prevalenza dei RET/PTC è elevata nei tumori insorti dopo l’incidente di Chernobyl e 
nei PTC pediatrici sporadici (40%), mentre nei carcinomi papillari non radiazione 
indotti dei pazienti adulti, i RET/PTC si trovano con frequenza inferiore, del 15-20% 
circa, ma con una grande variabilità nelle diverse casistiche (dal 5% al 40%). Questa 
variabilità è determinata oltre che da fattori geografici che sembrano innegabili, anche 
dalle metodiche utilizzate per la ricerca dei riarrangiamenti. Infatti la distribuzione dei 
RET/PTC all’interno del tumore può riguardare tutte le cellule trasformate, in maniera 
clonale, o solo alcune zone del tumore in modo non clonale. Tutte le tecniche basate 
sulla PCR non sono in grado di discriminare queste due condizioni sicuramente 
caratterizzate da una biologia completamente diversa. Tecniche invece quali il Southern 
Blot genomico o la FISH sono molto più sensibili nel distinguere queste situazioni. 
RET/PTC1 si trova più comunemente nei PTC della variante classica e nei 
microcarcinomi, mentre RET/PTC3 sembra essere associato con maggiore frequenza 
con i PTC a variante solida. Sono stati riportati invece risultati contrastanti riguardo alla 
presenza dei RET/PTC nei carcinomi poco differenziati e in quelli anaplastici, e di 
conseguenza, sulla possibilità che il riarrangiamento predisponga alla progressione 
tumorale. Assolutamente non conclusive sono anche le analisi di associazione tra 
l’espressione dei RET/PTC e le caratteristiche cliniche dei tumori ed è probabile che 
questi riarrangiamenti non influenzino il decorso clinico della malattia. E’ possibile, 
anche in questo caso, che la discordanza dei risultati ottenuti nei diversi studi sia da 
imputare all’eterogeneità delle casistiche e alle differenze nelle metodologie utilizzate 
nella ricerca dei riarrangiamenti. Tuttavia, a causa della relativa infrequenza con cui i 
RET/PTC si trovano nei PTC sporadici e nella discordanza dei dati fino ad oggi 
riportati, RET/PTC non è oggi utilizzabile come marker prognostico della malattia. 
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1.2.4  Ruolo delle alterazioni genetiche nella perdita di differenziazione dei tumori 
tiroidei 
La mutazione di geni che codificano per proteine di segnale può alterare le vie di 
comunicazione intracellulare e causare un’alterata trasduzione del segnale, con 
conseguente espressione aberrante di altri geni. Alcune volte l’alterazione dei sistemi di 
trasduzione del segnale provoca direttamente ripercussioni sul ciclo cellulare, con 
proliferazione incontrollata o inibizione dell’apoptosi, cioè con effetto oncogenico. 
Altre volte viene modificata l’espressione di geni tireo-specifici, ad esempio quelli 
implicati nei processi di ormonosintesi. Ciò può condurre a una perdita di capacità 
iodofissante e in definitiva a una perdita di differenziazione cellulare. Nel processo di 
sintesi ormonale tiroidea, lo iodio inorganico viene attivamente trasportato nei tireociti 
grazie al cotrasporatore sodio/iodio (NIS), situato nella porzione basale della membrana 
cellulare. Lo iodio inorganico, giunto al polo apicale della cellula, viene quindi 
trasportato nello spazio follicolare grazie a una proteina apicale nota come pendrina. 
Qui viene ossidato dalla tireoperossidasi (TPO) e legato ai residui tirosinici della 
tireoglobulina per formare gli ormoni tiroidei. Questo processo è regolato dal TSH, 
attraverso il legame con lo specifico recettore di membrana (TSHR). L’alterazione di 
espressione (in particolare il silenziamento) di uno o più geni che codificano per le 
proteine che fanno parte del processo di ormonosintesi, causa perdita di capacità 
iodocaptante da parte dei tireociti affetti, e quindi perdita di differenziazione. Il 
meccanismo alla base della progressiva perdita di capacità iodocaptante da parte delle 
cellule tiroidee neoplastiche rispetto a quelle normali, che si verifica soprattutto nei 
carcinomi scarsamente differenziati e anaplastico, è stato uno dei fenomeni più studiati 
nell’ambito delle neoplasie tiroidee. Tale evento, che tra l’altro rende inutilizzabile il 
trattamento con radioiodio, dipende dal silenziamento di alcuni geni tireo-specifici, con 
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conseguente mancata espressione di molecole come il recettore per il TSH (TSHR), i 
trasportatori di iodio transmembrana come NIS o pendrina, la tireoperossidasi (TPO) o 
la tireoglobulina (Tg). Lo specifico meccanismo molecolare alla base di questi 
fenomeni non è al momento definitivamente chiaro, ma in alcuni studi è stata dimostrata 
l’espressione della protein-chinasi BRAF mutata (22), (23). Tale mutazione porta 
all’iperattivazione della cascata delle MAP chinasi con conseguente attività oncogenica. 
La mutazione di BRAF porterebbe inoltre alla metilazione e conseguente silenziamento 
del gene per il TSHR. Recentemente è stato infine dimostrato che la via PI3K/Akt gioca 
un ruolo importante nella regolazione genica tiroidea (24). Un recente studio ha 
esaminato l’espressione di un pannello di marcatori di differenziazione tiroidea, tra cui 
NIS (simporto sodio-iodio), AIT-B (trasportatore apicale dello iodio), Tg 
(tireoglobulina), TPO (tireoperossidasi), TSH-R (recettore del TSH), il fattore di 
trascrizione PAX8 e il trasportatore del glucosio di tipo 1 (GLUT-1), in 56 PTC 
caratterizzati dalla mutazione di BRAF e 37 PTC esprimenti un BRAFWT (25). 
Sebbene i livelli di mRNA di tutti geni specifici della tiroide esaminati (ad eccezione 
del TSH-R) risultassero ridotti nei PTC rispetto al tessuto normale, nei tumori con 
mutazione di BRAF la quantità di mRNA, di NIS, AIT-B, Tg, TPO era 
significativamente più bassa in confronto ai tumori con BRAF WT. Tra i due gruppi di 
tumori non vi erano invece differenze significative per quanto riguardava l’espressione 
di TSH-R e PAX8, mentre i tumori BRAF V600E mostravano livelli di mRNA 
significativamente più elevati di GLUT-1 rispetto alla controparte BRAF WT. Questi 
dati evidenziano che nei tumori BRAF V600E il metabolismo intra-tiroideo dello iodio 
è compromesso, suggerendo una loro minore responsività alla terapia adiuvante con 
radioiodio. Inoltre un aumento dell’espressione di GLUT-1 nei tumori con mutazione di 
BRAF indica un incremento del metabolismo del glucosio, che, oltre a predire una 
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maggiore resistenza delle cellule tumorali all’ipossia e altre condizioni di stress, 
potrebbe permettere la visualizzazione di queste neoplasie e delle loro metastasi 
utilizzando la PET con 18F-FDG. Questi dati ricapitolano ciò che si osserva nella 
pratica clinica per i PTC più aggressivi che sono generalmente caratterizzati da una 
scarsa responsività allo iodio radioattivo e da una maggiore capacità di metabolizzare il 
18F-FDG. Accanto a questa azione dedifferenziativa, altri lavori hanno messo in 
evidenza un ruolo delle mutazioni attivanti di BRAF nell’induzione dell’angiogenesi e 
della invasività tumorale attraverso l’up-regolazione di VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor), di alcune metallo-proteinasi, di NF-kB e c-Met (13). Inoltre è stato 
dimostrato che BRAF induce una aberrante metilazione dei promotori con 
silenziamento di alcuni oncosoppressori quali TIMP-3, DAPK ed altri (13). 
1.2.5     Ruolo delle claudine nella tumorigenesi 
Le cellule, in particolare quando svolgono una funzione di rivestimento epiteliale o 
endoteliale, possiedono un sistema di ancoraggio che consente di mantenere l’adesione 
reciproca. Forse il principale e più studiato di tali sistemi è quello delle tight junctions 
(TJ, letteralmente “giunzioni strette o serrate”). Si tratta di un complesso 
multimolecolare dinamico composto da diverse proteine integrali di membrana come 
occludine, claudine, molecole di adesione e proteine di placca (Figura 2). Una delle 
funzioni principali delle TJ è la regolazione della permeabilità paracellulare (26). In 
virtù della loro localizzazione a livello della porzione apicale membrana cellulare, le TJ 
hanno una funzione di “barriera”, regolando i processi di assorbimento selettivo di ioni, 
acqua e macromolecole organiche. Qualsiasi variazione quantitativa o qualitativa delle 
TJ può modificare la normale omeostasi cellulare, alterandone la fisiologia. E’ stato 
documentato che la distruzione delle TJ e la conseguente modifica della permeabilità 
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cellulare è associata a varie condizioni patologiche come disordini renali, malattie 
infiammatorie intestinali, edema polmonare, diarrea o ittero (27).  
Le TJ sono inoltre responsabili del mantenimento della polarità di membrana, cioè della 
diversa distribuzione delle molecole proteiche nella membrana cellulare, in quanto 
svolgono una funzione di “recinto”e costituiscono un sistema di separazione tra la 
membrana apicale e la membrana basolaterale (28). In assenza di strutture come le TJ, 
che consentono di delimitare regioni distinte della membrana cellulare e di 
compartimentalizzare le molecole proteiche in essa contenute, verrebbe modificata, tra 
l’altro, la distribuzione di molecole con funzione recettoriale, come ad esempio i 
recettori per i fattori di crescita, con conseguente alterata regolazione dei processi di 
proliferazione cellulare (29). Al venir meno della funzione di separazione delle TJ, i 
recettori per fattori di crescita, che normalmente si trovano nella membrana basolaterale 
a contatto con i liquidi interstiziali o con i vasi sanguigni, potrebbero dislocare e 
localizzarsi nella membrana apicale delle cellule epiteliali, venendo in contatto con i 
fluidi luminali, normalmente ricchi di fattori di crescita. Questa perdita della naturale 
barriera tra i fattori di crescita e i loro recettori, porterebbe a una continua stimolazione 
della proliferazione cellulare, con conseguente effetto procancerogeno.  
Una corretta interazione tra cellule e matrice extracellulare è essenziale per il normale 
funzionamento delle cellule epiteliali ed è noto che varie proteine di adesione come 
caderina-E, beta-catenina o beta1-integrina, svolgono funzioni diverse oltre alla loro 
normale funzione di adesione intercellulare in caso di perdita delle normali interazioni 
cellula-cellula o cellula-matrice extracellulare. Le proteine che costituiscono le TJ 
sembrano avere un comportamento analogo, in particolare possono svolgere funzione di 
intermediari tra il mezzo extracellulare, le vie di segnalazione intracellulari e il 
citoscheletro.  
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Alla luce delle varie funzioni precedentemente descritte, le TJ sono, dunque, strutture 
critiche per l'omeostasi e polarità cellulare e per le funzioni paracellulari (30). Di 
recente, è stata suggerita una forte associazione tra le giunzioni serrate e la 
carcinogenesi; infatti, alterazioni nella struttura e funzione delle TJ è stata riportata in 
diversi adenocarcinomi e la loro assenza o difetto è stata associata allo sviluppo di uno 
specifico fenotipo neoplastico (31), (32), (33). Si ipotizza che la distruzione delle 
giunzioni serrate determini perdita di coesione, maggiore capacità di invasione e 
sdifferenziazione e, di conseguenza, promozione della tumorigenesi. Da tempo è noto 
che la perdita dell’adesione intercellulare è coinvolta nei processi di tumorigenesi, 
risultando di importanza fondamentale soprattutto nei processi di trasformazione e di 
acquisizione di potenziale metastatico. In qualità di principale struttura di adesione 
cellulare, le TJ sono ovviamente implicate in tali processi. Le funzioni delle TJ che, 
quando alterate risultano essere più strettamente implicate nella biologia cellulare dei 
tumori, sono la modulazione della permeabilità paracellulare (funzione di “barriera”) e 
il mantenimento della polarità di membrana (funzione di “recinto”).  
Numerosi studi hanno documentato che le proteine appartenenti alla famiglia delle 
claudine, contribuiscono alla costituzione delle TJ, e ne risultano probabilmente la 
componente fondamentale (34), (35). (Figura 2). Le claudine sono una famiglia di 24 
molecole proteiche isolate nelle cellule epiteliali dei mammiferi, con espressione 
tessuto-specifica. Esse sono costituite da 4 domini transmembrana, 2 anse (“loops”) 
extracellulari ed una breve coda carbossiterminale intracellulare (Figura 3). La loro 
estremità C-terminale intracellulare è connessa alle molecole di actina del citoscheletro 
attraverso proteine della zonula occludens (ZO). Le claudine, in quanto parte delle TJ, 
sono responsabili della permeabilità paracellulare e della selettività degli epiteli. La 
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modificazione dell’espressione delle claudine causa la perdita della struttura e delle 
funzioni normali delle TJ.  
Le CLDNs hanno un'ampia distribuzione tissutale; la loro presenza è documentata sulle 
cellule endoteliali ed epiteliali e formano, a questo livello, un complesso giunzionale 
con le occludine e le molecole di adesione (36). In un elegante studio condotto da 
Hewitt e coll., mediante tecniche di biologia molecolare (RT-PCR), è stata dimostrata 
un'elevata espressione delle CLDN 3, 4 e 7 nelle cellule  pancreatiche, renali, intestinali 
(piccolo intestino e colon) ed a livello del tessuto tiroideo normale, mentre è stato 
riportato un alterato profilo di espressione (aumento o riduzione) nei tessuti tumorali 
(37). Recentemente, il possibile coinvolgimento delle CLDN nei processi di 
carcinogenesi e progressione neoplastica, è stato oggetto di studi sempre più numerosi 
(37),  (38),  (39),  (40). In diversi tessuti tumorali umani di derivazione epiteliale, 
incluso il carcinoma della tiroide, è stata descritta un’anomala regolazione delle CLDN 
(41), (42), (43), (44). In letteratura i dati circa l'associazione tra carcinoma ed 
espressione delle CLDN non sono uniformi ed il profilo di espressione delle claudine 
risulta essere vario. Hornsby e coll. hanno studiato l'espressione di CLDN-7 nel 
carcinoma renale (RCC) ed hanno riportato un'elevata espressione nell' RCC cromofobo 
rispetto ai RCC a cellule chiare e papillare (45). In uno studio in cui è stata valutata la 
correlazione tra l'espressione di CLDN-7 ed il grado di carcinoma mammario, 
Kominsky e coll. hanno dimostrato che una bassa espressione di CLDN-7 si associava 
ad un più alto grado di aggressività (46). Analogamente, Wu e coll. hanno riportato una 
significativa associazione tra bassa espressione di CLDN-4 e sdifferenziazione nel 
carcinoma gastrico (47). In vari tipi di carcinoma è stato riportato sia un incremento che 
una riduzione di espressione della CLDN-1 (48), (49), (50),  (51), (52), (53), 
sottolineando la complessità del suo potenziale ruolo nella carcinogenesi. Nel 
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carcinoma prostatico è stata documentata l'associazione tra bassa espressione di CLDN-
1 e “Gleason score” più alto  (54). Per quanto riguarda in particolare le CLDN-1 e -7, 
analizzate anche nel presente studio, Sheehan e coll. hanno documentato che una loro 
bassa espressione si associava ad un istotipo di adenocarcinoma prostatico meno 
differenziato, oltre che ad un maggior rischio di recidiva biochimica (incremento del 
PSA plasmatico) (48). Nel carcinoma mammario, la maggior parte degli studi  
pubblicati, sebbene di numero limitato, concordano nei risultati, dimostrando che la 
perdita (totale o parziale) di espressione della CLDN-1 correla con una maggiore 
invasività e peggiore prognosi (55), (56). Inoltre, è stata dimostrata, sempre nel 
carcinoma mammario, una re-espressione di CLDN-1, in grado da sola di indurre 
apoptosi (57). Di notevole interesse è la recente dimostrazione dell'associazione tra 
CLDN-1 e proteine chiave della transizione epitelio-mesenchimale, recentemente 
associata allo sviluppo tumorale  (58). L'iperespressione di CLDN-1 sembra, inoltre, 
associata all'induzione di metallo-proteinasi-2, fattore favorente l'invasione e 
migrazione delle cellule tumorali (59). Rimane, comunque, ancora poco definita la 
comprensione della diversa espressione della CLDN-1 nei differenti tipi di carcinoma. 
Per quanto riguarda il carcinoma tiroideo, pochi studi hanno valutato il profilo di 
espressione delle CLDN (42), (43), (44). Alcuni studi hanno documentato l'incremento 
dell'espressione genica di CLDN-1 nei PTC (44),  (60). In uno studio più recente, 
mediante tecniche di immunoistochimica, è stata descritta una cospicua espressione di 
CLDN-1 nei PTC e nei microcarcinomi papillari rispetto ai carcinomi follicolari ed agli 
adenomi, emergendo la CLDN-1 come possibile marcatore di PTC. Inoltre, Tzelepi e 
coll. hanno descritto un diverso profilo di espressione delle CLDN- 1, -4 e -7 nei diversi 
tipi istologici di tumore tiroideo, osservando una ridotta espressione nel carcinoma 
indifferenziato o scarsamente differenziato e nel carcinoma midollare (43). Sulla base di 
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questa osservazione, è possibile ipotizzare una significativa correlazione tra bassa 

















1.2.6  Ruolo dei recettori purinergici nella tumorigenesi   
Solo recentemente è stata accettata l'idea che l'ATP svolga il ruolo di messaggero 
extracellulare  (61). Con lo sviluppo di nuove tecnologie, come la clonazione 
molecolare, è stato documentato il coinvolgimento del segnale purinergico, mediante 
specifici recettori (P2R) in numerosi processi biologici (62). Diversi sottotipi dei P2R 
regolano differenti processi patofisiologici quali proliferazione, differenziazione ed 
apoptosi cellulare  (63-66). Studi recenti hanno documentato che la concentrazione dei 
nucleotidi extracellulari é aumentata nell'interstizio delle lesioni neoplastiche e può 
inibire la risposta immune, facilitando pertanto il processo di invasione e 
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metastatizzazione tumorale (67). E' ormai evidente che virtualmente tutte le cellule, 
incluse quelle neoplastiche, rilasciano ATP nel microambiente interstiziale mediante 
meccanismi non litici e che l'ATP secreto agisce come stimolo autocrino/paracrino (63, 
66). Come mediatori extracellulari i nucleotidi sono fattori di regolazione della crescita 
e differenziazione cellulare e possono essere coinvolti nella trasformazione neoplastica 
(63). E' interessante notare come siano stati identificati diversi sottotipi di P2R in 
differenti neoplasie, sia in colture primarie di tessuti neoplastici umani che in linee 
cellulari (63, 64). Pertanto l'ATP ed altri nucleotidi extra-cellulari potrebbero svolgere 
un ruolo nel trattamento di alcune neoplasie, attraverso l'interazione con tali recettori 
(63, 68). I recettori purinergici sono classificati in due gruppi: i recettori P1 che legano 
l’ adenosina e i P2 che legano l’ATP e l’ADP. I recettori P2 sono suddivisi in altre due 
sottoclassi:  i P2X (ionotropici) e i P2Y (metabotropici). Ad oggi sono stati 
caratterizzati sette recettori P2X e otto recettori P2Y. I recettori P2X sono recettori 
canale; sono formati da due domini separati da un loop extracellulare N-glicosilato che 
contiene dieci residui di cisteine, e hanno un’estremità ammino e carbossi terminale 
(Figura 4). In condizioni fisiologiche la loro attivazione porta ad un ingresso nella 
cellula di ioni Na+ e Ca2+ e ad una fuoriuscita di ioni K+ e questo determina una 
depolarizzazione di membrana (69). I recettori P2Y sono recettori accoppiati alle 
proteine G e sono molto diversi nella loro sequenza amminoacidica che varia da 308 a 
377 residui. Contengono sette domini transmembrana ed un’estremità ammino e 
carbossi terminale (70, 71). I sottotipi P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 sono stati caratterizzati 
per primi ed essendo accoppiati alle proteine Gq, portano all’attivazione della via del 
segnale della fosfolipasi C (PLC) e dell’inositolo 1, 4, 5 trifosfato (IP3), determinando 
quindi un rilascio di Ca2+ intracellulare. Gli altri sottotipi recettoriali attivano (P2Y11) 
(70, 71) o inattivano (P2Y12, P2Y13, P2Y14) (70, 72, 73) l’adenilato ciclasi (AC) 
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mediante le proteine Gs o Gi e la seguente alterazione dei livelli di cAMP 
citoplasmatico modifica l’attività della proteina chinasi A (PKA).  
Tra i P2Rs, un crescente interesse è rivolto verso il sottotipo P2X7 (P2X7R) per il ruolo 
svolto nei processi di crescita e apoptosi cellulare e nel rilascio di citochine (74-77). 
Oltre a svolgere le stesse funzioni degli altri P2XRs, l'esposizione prolungata o ad alte 
concentrazioni di ATP del P2X7R induce la trasformazione dei canali cationici in ampi 
pori transmembrana non-selettivi, che permettono il passaggio di piccole molecole fino 
a 900 dalton di diametro (64, 78). Questo fenomeno si associa all'induzione di un 
processo di apoptosi cellulare caspasi mediata ed al rilascio di interleuchina 1ß (74, 77). 
L'iperespressione di P2X7R è stata documentata in numerose neoplasie umane 
(leucemia linfatica cronica, neuroblastoma, melanoma oltre al carcinoma prostatico, 
polmonare e dell'epitelio intestinale) (79-82). Recentemente, è stato dimostrato che il 
carcinoma papillare della tiroide (PTC), sia la variante follicolare che quella classica, 
esprime P2X7R in concentrazione significativamente maggiore rispetto al tessuto 
tiroideo sano (83, 84). Inoltre l'iperespressione di P2X7R è stata confermata in due linee 
cellulari ottenute da carcinoma anaplastico (FB1) e papillare della tiroide (FB2) (84). 
Contrariamente ai tireociti normali, entrambe le linee cellulari rispondevano alla 
stimolazione da parte di nucleotidi extracellulari con incremento della concentrazione 
intracellulare di Ca2+ e rilascio di interleuchina 6 (IL6), citochina capace di 
promuovere la crescita e la differenziazione cellulare in diverse ghiandole endocrine 
(85, 86). Inoltre, l'inibizione selettiva di P2X7R determinava un ridotto incremento della 
concentrazione di Ca2+ ed interruzione della secrezione di IL6. Infine, entrambe le 
linee cellulari mantenevano concentrazioni intracellulari ed extracellulari di ATP tre 
volte superiori alle cellule di controllo (83, 84). Tra i vari polimorfismi del gene 
codificante per P2X7R, particolare interesse suscita quello A>C in posizione 1513 (loss 
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of function), caratterizzato dalla sostituzione di Glu-496 con un residuo di Alanina in 
posizione C-terminale intracellulare (87). Dato il ruolo chiave dell'apoptosi 
nell'eliminazione di cellule tumorali, un difetto funzionale di P2X7R potrebbe 
promuovere lo sviluppo e la diffusione neoplastica (75, 88). È’ stata documentata 
un'associazione tra polimorfismo 15131A>C e PTC variante follicolare oltre ad una 
significativa correlazione con lo stadio TNM e l'aggressività tumorale (89). Pertanto la 
presenza dell'allele 1513C potrebbe rappresentare un fattore prognostico negativo. 
Tuttavia, la simultanea presenza di iperespressione di P2X7R e di polimorfismo "loss of 
function" potrebbe apparire in contrasto. Sebbene la funzione principale di P2X7R non 
sia quella di "promuovere" ma di "controllare" la crescita, rendendo le cellule più 
sensibili all'apoptosi (63), rimane difficile comprendere il razionale biologico 
dell'aumentata espressione di tale recettore nelle neoplasie, se questo ne aumentasse la 
suscettibilità all'apoptosi. Tuttavia, studi in vitro ed in vivo hanno dimostrato come 
P2X7R regoli alcune fasi precoci del processo infiammatorio (76, 90) pertanto, 
l'associazione tra ridotta funzione recettoriale e PTC potrebbe essere correlata ad una 
ridotta efficienza del sistema immunitario nel controllarne la crescita più che ad una 
caratteristica biologica intrinseca del tumore. Infatti, studi recenti dimostrano 
l'associazione tra carcinoma e tiroidite di Hashimoto, classica condizione di 










2 SCOPO DELLA TESI 
In questo studio abbiamo valutato, per la prima volta, contemporaneamente, 
l’espressione di CLDN-1 e -7 e la presenza del polimorfismo 1513A/C e della 
mutazione puntiforme BRAF V600E in un gruppo di pazienti affetti da PTC, selezionati 
per la presenza alla diagnosi di rischio “moderato/alto” secondo la classificazione TNM 
(stadio III/IV) o “basso” (stadio I/II), ma con aspetti isto-patologici di aggressività. 
Obiettivo primario dello studio è stato quello di verificare il possibile ruolo di tali 
markers molecolari nella selezione dei pazienti con effettivo decorso clinico sfavorevole 





3 MATERIALI E METODI  
Una prima analisi retrospettiva è stata condotta su 450 pazienti affetti da PTC, che erano 
stati sottoposti a tiroidectomia quasi-totale e successivamente seguiti presso il 
Dipartimento di Scienze Morfologico-Biomediche dell’Università di Verona, Italia. Le 
neoplasie venivano stadiate secondo i criteri del 6° Sistema di Stadiazione TNM 
(Tumor, Node, Metastasis: Sobin LH, Wittekind CH 2002 TNM classification of 
malignant tumors. 6th ed. New York: Wiley-Liss). Nell’analisi finale venivano inclusi 
68 casi, caratterizzati da uno stadio TNM a rischio “moderato/alto” (III/IV) o a rischio 
“basso” (I/II) ma con comportamento isto-patologico e clinico “aggressivo”. In questo 
particolare sottogruppo, in accordo con le ultime linee guida ATA, venivano inclusi 
pazienti con le seguenti caratteristiche: invasione microscopica dei tessuti molli 
peritiroidei da parte della neoplasia al momento della tiroidectomia, metastasi 
linfonodali cervicali, neoplasia con caratteri istologici aggressivi (secondo le linee guida 
ATA), invasione vascolare, invasione tumorale macroscopica o metastasi a distanza. Di 
ogni paziente venivano raccolte le informazioni cliniche. 
Per ogni paziente veniva eseguita analisi del polimorfismo 1513A/C e della mutazione 
puntiforme BRAF V600E mediante estrazione del DNA dalle sezioni di tessuto 
tumorale incluse in paraffina. Veniva inoltre eseguita analisi dell’espressione di CLDN-
1 e CLDN-7 con tecniche di immunoistochimica. Tutti i campioni erano visionati 
indipendentemente da due patologi (C. C. e F. B.) del Dipartimento di Scienze 
Morfologiche-Biomediche dell’Università di Verona e del Dipartimento di Oncologia 
dell’Università di Pisa rispettivamente. I campioni sottoposti alle analisi sotto 
specificate includevano: 39 casi di PTC variante classica (PCV) (57%), 15 PTC variante 
follicolare (PFV) (22%), 9 PTC variante a cellule alte (TCV) (13%) e 5 PTC variante 
solida (PSV) (7%). 
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Lo studio era stato approvato dal comitato etico dell’Università di Verona. 
 
3.1 Estrazione del DNA 
Dai campioni di tessuto tumorale inclusi in blocchetti in paraffina, venivano tagliate 
sezioni tissutali di 5 µm per l’analisi anatomopatologica su vetrino e per l’estrazione 
del DNA. La presenza del tumore veniva confermata nella prima e nell’ultima 
sezione di ciascuna serie. Le sezioni venivano sparaffinate (Bio-Optica, Milano, 
Italia), reidratate in etanolo e colorate con ematossilina ed eosina. La 
microdissezione veniva eseguita con sistema Laser (MMI GmbH, Nikon). Per 
ciascun campione, venivano ottenute da 3 a 5 microaree di 5 µm, contenenti ciascuna 
circa 200-500 cellule. Particolare attenzione veniva posta nella microdissezione delle 
aree del tumore dominante e di eventuali foci addizionali. Campioni di tessuto 
tiroideo sano, contro-laterale, servivano come controlli. L’estrazione del DNA 
veniva eseguita secondo le indicazioni della casa produttrice (ATL DNeasy kit; 
QIAGEN GmbH, Hilden, Germania).  
 
3.2 Analisi della mutazione BRAF V600E mediante PCR-SSCP e sequenziamento 
automatico diretto 
I campioni di DNA estratto secondo il metodo precedentmente illustrato, venivano 
amplificati mediante PCR e sottoposti a successiva SSCP (single strand 
conformation polimorfism: polimorfismo conformazionale a singolo filamento) per 
l’identificazione della mutazione puntiforme BRAF V600E. Lo screening per la 
mutazione puntiforme veniva eseguito amplificando l’esone 15 di BRAF secondo la 
procedura  standard. Il DNA veniva usato come campione in una miscela di 20 µl, 
contenente 10 mM di Tris-HCL, 50 mM di KCl, 1.5 mM di MgCl2 (pH 8.3), 0.2 mM 
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di desossinucleotidi-trifosfato, 8 pmol di amplimeri 2, 1.25 U di AmpliTaq Gold 
DNA polimerasi (Applied Biosystem, Foster City, CA). I primers utilizzati erano i 
seguenti: 5'(forward)-TCCTTTACTTACTACACCTCAGAT-3’ e 5'(reverse)-
AGTGGAAAAATAGCCTCAAT-3’. La dimensione dell’amplicone era 167 bp. Le 
condizioni del ciclo erano le seguenti: denaturazione iniziale (94 C per  5’) seguita da 
35 cicli (denaturazione, 94°C per 40’’; annealing, 55°C per 40’’; sintesi, 72°C per 
40’’), estensione finale di 5’ a 72°C. I prodotti di PCR venivano visualizzati 
mediante elettroforesi su gel di agarosio (2%) e purificati utilizzando un kit specifico 
(QIAGEN, Crawley; WestSussex, UK). I prodotti purificati venivano quindi diluiti 
1:1 con una soluzione denaturante (1% di xilene cianolo, 1% di blu di bromofenolo, 
0.1 mM di EDTA, 99% di formamide), riscaldati per 5’ e immediatamente posti in 
ghiaccio per prevenire l’annealing dei singoli filamenti. Lo screening SSCP veniva 
eseguito secondo le procedure indicate dalla ditta di produzione (GEHealthcare, 
Milano, Italia). Un alterato profilo di migrazione in 2-3 corse indipendenti veniva 
considerato indicativo della presenza della mutazione puntiforme. I prodotti di PCR 
purificati venivano quindi sequenziati in modo automatico (GE Healthcare) 
utilizzando un kit specifico (Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Cycle 
Sequencing Kit; GE Healthcare). Le sequenze di DNA venivano paragonate con 
quelle prive della mutazione puntiforme facendo riferimento alla Banca Genomica 
(GenBank database, National Center for Biotechnology Information). Come 
controlli, venivano impiegate 2 linee di carcinoma tiroideo umano, ARO e TPC, in 





3.3 Analisi del polimorfismo 1513A>C del gene P2X7 mediante RFLP e 
sequenziamento automatico diretto 
Il polimorfismo 1513A/C del gene P2X7 veniva valutato mediante tecnica di PCR e 
successiva digestione enzimatica RFLP (restriction fragment length polymorphism: 
polimorfismo da lunghezza dei frammenti di restrizione). Lo screening per il 
polimorfismo veniva eseguito amplificando l’esone 13 di P2X7 secondo la procedura  
standard. Il DNA veniva usato come campione in una miscela di 50 µl. Veniva 
utilizzata la Fast Start DNA Polimerasi (Roche). Per l’amplificazione venivano utilizzati 
i seguenti primers: 5'(forward)- TTCCTGGACAACCAGAGGAG e  5'(reverse)- 
AGGAACTGCAGGACGTGTCT. La dimensione dell’amplicone era 223bp. Le 
condizioni del ciclo erano le seguenti: denaturazione iniziale (95 °C per  7’) seguita da 
35 cicli (denaturazione, 94°C per 1’; annealing, 58°C per 1’; sintesi, 72°C per 1’), 
estensione finale di 7’ a 72°C. I prodotti di PCR venivano visualizzati mediante 
elettroforesi su gel di agarosio (1.5%) e successivamente digeriti a 37°C per 10’ con 
l’enzima di restrizione Hhal (Fermentas). I prodotti della digestione venivano fatti 
correre su un gel di agarosio al 2.5%. In presenza di mutazione in eterozigosi (1513 
A/C) venivano visualizzate 3 bande di 223bp, 134bp e 89bp; nel caso di mutazione in 
omozigosi (1513 C/C), venivano visualizzate due bande di 134bp e 89bp; nel caso del 
gene wild type (Wt), veniva visualizzata un’unica banda di 223bp (1513 A/A). I 
campioni mutati all’RFLP venivano sequenziati mediante sequenziamento automatico 






3.4 Analisi immunoistochimica dell’espressione di CLDN-1 e CLDN-7 
L’analisi immunoistochimica veniva condotta su sezioni tissutali con uno spessore di 
4-5 µm, fissate e paraffinate con metodo tradizionale. Venivano successivamente 
effettuate la sparaffinatura, la reidratazione e la rilevazione dell’antigene. I campioni 
provenienti da tessuto tumorale ed i controlli venivano incubati con un anticorpo 
specifico policlonale di coniglio contro CLDN-1 (Pad JAY.8, Zymed, CA, USA) e 
con un anticorpo monoclonale di topo contro CLDN-7 (clone 5D10F3, Zymed 
Laboratories, CA, USA), alle diluizioni di 1:30 e 1:100, rispettivamente. Sezioni di 
cute e colon normali servivano da controlli positivi per CLDN-1 e CLDN-7, 
rispettivamente. Le sezioni tissutali incubate senza l’anticorpo primario servivano 
come controllo negativo. Veniva inoltre valutato il tessuto tiroideo adiacente, non 
neoplastico. Tutti i campioni venivano processati usando un sistema automatizzato 
(Vision-Biosystem, Menarini, Florence, Italy). 
L’espressione sia della CLDN-1 che -7 veniva valutata semiquantitativamente, in 
relazione all’intensità dello staining. Nei campioni veniva considerata positiva solo 
la reattività di membrana ed i casi erano definiti positivi quando più del 10% delle 
cellule tumorali veniva distintamente riconosciuto. L’intensità dello staining veniva 
classificata come assente (0), debole (1), moderata (2) e forte (3). 
 
3.5 Analisi statistica 
I dati sono stati espressi come media±deviazione standard, salvo dove diversamente 
specificato. Sono stati usati i seguenti test statistici: Student's t-test, ANOVA, chi-
quadro e Fisher's exact test. 
La significatività statistica è stata assegnata per valori di p < 0.05. (SPSS version 
11.0; Chicago, IL). 
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4  RISULTATI 
4.1 Caratteristiche clinicopatologiche 
Dei 68 pazienti inclusi nello studio, 56 (82%) erano femmine; la mediana dell’età alla 
diagnosi era pari a 47 anni (range: 11-83 anni); il 56% dei pazienti (38/68) aveva età 
superiore a 45 anni. Nel 22% dei casi (15/68) era stata riscontrata una tiroidite almeno 
dal punto di vista sierologico (definita dalla positività del titolo degli anticorpi anti-
TPO). La mediana della durata del follow-up era di 4 anni (range: 2-18 anni). La 
mediana delle dimensioni tumorali era di 15 mm (range: 3-110 mm); il 75% (51/68) 
delle neoplasie risultava di diametro maggiore di 10 mm. Di ogni paziente venivano 
analizzate le caratteristiche isto-patologiche al momento della diagnosi di carcinoma 
tiroideo, in particolare riguardo a multifocalità della neoplasia (47/68 casi, 69%), 
bilateralità (40/68, 58,8%), invasione vascolare (21/68, 31%), invasione perineurale 
(5/68, 7,3%), estensione extratiroidea (42/68, 62%) e metastasi linfonodali alla diagnosi 
(42/68, 62%). Seguendo la classificazione TNM, 38 pazienti (56%) erano in stadio I, 18 
(26%) in stadio III e 12 (18%) in stadio IV. Le caratteristiche cliniche e patologiche 











Tabella 1: caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti arruolati 
 












- < 45 anni 
- ≥ 45 anni 
Follow-up (anni) 











Caratteri isto-patologici delle neoplasie 
- Dimensioni (mm) 
 
- Neoplasie con diametro >10 mm 
- Multifocalità 
- Bilateralità 
- Invasione vascolare 
- Invasione perineurale 
 
Media: 20,9±18,5 








- Estensione extratiroidea 




- Stadio I 
- Stadio III 





































4.2 Outcome clinico 
I pazienti sono stati considerati liberi da malattia quando l’ecografia del collo e il WBS 
diagnostico erano negativi e quando la tireoglobulina sierica e i livelli degli anticorpi 
anti-tireoglobulina erano indosabili sia in ipotiroidismo che dopo somministrazione di 
TSH ricombinante umano (rhTSH). Alla fine del follow-up, nell’intera coorte di 
pazienti, 36/68 (53%) erano risultati sempre liberi da malattia, mentre 32/68 (47%) 
avevano presentato persistenza/recidiva di malattia [23/32 (71,8%) avevano metastasi 
linfonodali]. Tre di questi ultimi (4% del totale) erano deceduti per PTC metastatico 
(Tabella 2).  
Considerando i pazienti a rischio più basso nell’intera coorte (stadio TNM I/II), 28/38 
(74%) erano sempre risultati liberi da malattia nel corso del follow-up, mentre 10/38 
(26%) avevano presentato persistenza/recidiva [9/10 (90%) avevano metastasi 
linfonodali a distanza]. 10 dei 38 pazienti con malattia persistente nell’intera coorte 
erano stati sottoposti a tomografia ad emissione di positroni/tomografia computerizzata 
(PET/TC) con 18FFDG, che documentava la presenza di metastasi in 6 casi (per la 
maggior parte metastasi polmonari): 5 di tali pazienti erano in stadio III o IV e uno era 
in stadio I (Tabella 3). 
Nell’intera coorte, l’età del paziente >45 anni (p=0.05), il sesso maschile (p=0.03), lo 
stadio TNM avanzato (III/IV; p=0.001), il sottotipo istologico aggressivo (variante a 
cellule alte o PPD; p=0.05) e il diametro della neoplasia >10 mm (p=0.002), risultavano 
significativamente correlati alla persistenza/recidiva di malattia. Inoltre, prima 
dell’ablazione del residuo tiroideo con radioiodio (RAI), i pazienti che successivamente 
mostravano persistenza di malattia, avevano livelli di tireoglobulina mediamente più 
elevati rispetto ai pazienti in remissione, sebbene non venisse raggiunta la significatività 
statistica (144.5±100 vs 2.7±1.0 ng/ml, rispettivamente; p=0.07). Tra i pazienti in stadio 
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I non si osservava invece alcuna correlazione tra la persistenza di malattia e i parametri 
sopra riportati. 
 






TNM Istotipo Diametro (mm) Pattern molecolare 
1 68 pT3 N1b M1 
(mts polm.) 
PTC variante 
cellule alte (TCV) 










PTC variante solida 
(PSV) 






3 83 pT3m N1a M0 PTC variante 
cellule alte (TCV) 







Tabella 3: caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti con PET-TC 































































PSV Bassa Elevata Pos Linfonodali 
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4.3 Mutazione BRAF V600E e stratificazione del rischio 
La frequenza globale della mutazione BRAF V600E risultava pari al 72% (49/68) e, 
come atteso, era presente soprattutto nei PTC variante classica (PCV) e a cellule alte 
(TCV), rispetto alle varianti follicolare (PFV) e solida (PSV) (p=0.007). Tra i 
pazienti in stadio I, la mutazione BRAF V600E era identificata nel 68.4% dei casi 
(26/38). Anche in questo sottogruppo la mutazione interessava soprattutto le varianti 
classica e a cellule alte rispetto alle varianti follicolare e solida (p=0.02). Nell’intera 
coorte di questa serie selezionata di pazienti affetti da PTC, la mutazione BRAF 
V600E non risultava significativamente associata né con l’età alla diagnosi né con le 
dimensioni del tumore. La persistenza/recidiva di malattia veniva riscontrata in 23/49 
casi (47%) dei PTC che presentavano la mutazione puntiforme BRAF V600E; la 
stessa frequenza di recidiva veniva riscontrata nelle neoplasie con BRAF non mutato 
(9/19; 47%). Il valore predittivo positivo (PPV) e negativo (NPV) erano intorno al 
50% (47% e 53%, rispettivamente), con una sensibilità del 72%, una specificità del 
28% e un’accuratezza diagnostica del 49% (Tabella 4a). 
Tra i pazienti in stadio I il tasso di persistenza di malattia risultava simile sia nei 
portatori della mutazione puntiforme BRAF V600E che nei pazienti wild type (27% 
vs 25%, rispettivamente), con un più alto NPV e più basso PPV rispetto all’intera 
coorte di pazienti (NPV: 75% vs 53% e PPV: 27% vs 47%, rispettivamente). La 
sensibilità, specificità e accuratezza diagnostica erano simili a quelle dell’intera 






4.4 Espressione di CLDN e stratificazione del rischio 
Le sezioni istologiche ottenute da PTC, sia variante classica che follicolare, 
all’analisi immunoistochimica presentavano una positività marcata, diffusa e lineare 
per CLDN-1 sulla superficie baso-laterale della membrana, mentre nel tessuto 
tiroideo normale si osservava un’espressione sporadica (Figura 6 e 7).Tuttavia anche 
in alcuni campioni tumorali era possibile evidenziare una ridotta espressione di 
CLDN-1 (Figura 7.). In particolare, considerando l’intera coorte, si riscontrava una 
bassa espressione di CLDN-1 nel 40% dei casi (27/68), soprattutto nelle varianti 
TCV e PSV [56% e 100%, rispettivamente; p=0.01 vs PCV e PFV (31% per 
entrambi)]. Nei campioni di tessuto tumorale di pazienti in stadio I si osservava 
un’analoga distribuzione della bassa espressione di CLDN-1 (12/38; 32% del totale 
dei casi in stadio I, e in particolare 32% dei PCV; 22% dei PFV; 50% dei TCV; 
100% dei PSV). La CLDN-7 risultava solitamente ben espressa nel tessuto tiroideo 
normale, mostrando una positività baso-laterale intensa, diffusa e lineare; talvolta 
veniva osservato un profilo di espressione discontinuo a livello della superficie 
laterale o punteggiato in corrispondenza della membrana cellulare (Figura 6). 
 La bassa espressione di CLDN-7 veniva documentata nel 22% di tutti i campioni di 
PTC (15/68) [21% dei PCV, 13% dei PFV, 11% dei TCV e 60% dei PSV]. Analizzando 
il sottogruppo dei campioni tumorali di pazienti in stadio I, si osservava un andamento 
analogo riguardo alla bassa espressione di CLDN-7 (21% del totale dei casi in stadio I, 
e in particolare 16% dei PCV; 22% dei PFV; 50% dei TCV e PSV). Nell’intera coorte 
di pazienti, la bassa espressione di CLDN-7 risultava significativamente associata con la 
persistenza/recidiva di malattia (11/15 casi, p=0.02), mentre la ridotta espressione di 
CLDN-1 si avvicinava alla significatività statistica senza raggiungerla (16/27 casi, 
p=0.08). La presenza di bassa espressione di CLDN-7 mostrava una sensibilità del 34%, 
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una specificità dell’89%, un PPV del 73%, un NPV del 60%, con un’accuratezza 
diagnostica del 63%. Considerando la bassa espressione di CLDN-1, la sensibilità e la 
specificità risultavano pari al 50% e 69% rispettivamente, mentre il PPV, il NPV e 
l’accuratezza diagnostica mostravano valori simili (59%, 61% e 60%, rispettivamente). 
Considerando la presenza contemporanea di bassa espressione di CLDN-1 e della 
mutazione puntiforme BRAF V600E, la sensibilità e specificità erano pari al 38% e 
83% rispettivamente, il PPV risultava lievemente più elevato (67%), mentre il NPV 
(60%) e l’accuratezza diagnostica (62%) non si modificavano significativamente 
(Tabella 4a). Tra i pazienti in stadio I con bassa espressione di CLDN-7, si osservava 
persistenza/recidiva di malattia in 4/8 casi (50%): tale dato si avvicinava alla 
significatività statistica senza raggiungerla (p=0.08). La bassa espressione di CLDN-7 
nel sottogruppo di pazienti in stadio I aveva pertanto una sensibilità del 40%, una 
specificità dell’86%, un PPV del 50%, un NPV dell’80% e un’accuratezza diagnostica 
del 74%. Tra i pazienti in stadio I che presentavano bassa espressione di CLDN-1, 4/12 
(33%) mostravano persistenza/recidiva di malattia, con conseguente sensibilità del 40%, 
specificità del 71%, PPV del 33%, NPV del 77% e accuratezza diagnostica del 63%. 
Sempre nel sottogruppo di pazienti in stadio I, considerando la contemporanea presenza 
della mutazione di BRAF V600E e della bassa espressione di CLDN-1, la sensibilità 
(30%), il PPV (43%) e il NPV (77%) non miglioravano significativamente, mentre la 
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4.5 Polimorfismo 1513A/C di P2X7 e stratificazione del rischio 
La frequenza globale del polimorfismo 1513A/C di P2X7 risultava pari al 31% (21/68) 
ed era presente soprattutto nei PTC variante solida (PSV; 40%) e follicolare (PFV; 
38%) rispetto alle varianti classica (PCV; 28%) e a cellule alte (TCV; 25%) (p<0.05).  
Sebbene tale polimorfismo correlava con la variante follicolare del carcinoma papillare, 




Il carcinoma epiteliale della tiroide è il tumore endocrino più comune e rappresenta 
circa l’1% dei tumori di nuova diagnosi. L’istotipo papillare (PTC) rappresenta oltre 
l’80% di tutti i tumori della tiroide e negli ultimi decenni la sua incidenza è 
significativamente aumentata (3). Il PTC ha generalmente una prognosi favorevole, 
infatti, oltre l’85% dei pazienti affetti risulta libero da malattia (92); tuttavia, il tasso di 
persistenza/recidiva può non essere trascurabile (10-15% dei casi) (4). La sede di 
persistenza/recidiva di malattia è generalmente rappresentata dal collo (75% dei casi), 
spesso in corrispondenza delle principali stazioni linfonodali; nel 25% dei casi le 
metastasi si presentano a distanza, in particolare polmoni (50%), osso (25%), entrambi 
(25%) o altre sedi (5%).  
Il TNM è il sistema internazionale di classificazione dell'evoluzione di un tumore 
(stadiazione), che considera tre parametri: dimensioni del tumore primitivo (T), 
coinvolgimento di linfonodi regionali (N), presenza di metastasi a distanza (M). 
Ciascuna categoria, a sua volta, è divisa in sottogruppi, a seconda delle dimensioni 
progressivamente crescenti del tumore, del numero di linfonodi coinvolti nelle stazioni 
linfatiche che drenano il territorio colpito e infine della presenza o meno di metastasi a 
distanza (6). Questo tipo di stadiazione, a cui si aggiunge il criterio dell’età alla 
diagnosi, è importante per la formulazione della prognosi. Tuttavia, sebbene il TNM sia 
il sistema correntemente più utilizzato per valutare la stratificazione del rischio, in 
alcuni casi può presentare dei limiti. Nei pazienti affetti da PTC di età superiore a 45 
anni, questo schema fornisce, nella maggior parte dei casi, informazioni adeguate 
riguardo al rischio di recidiva. Nei soggetti di età inferiore a 45 anni, al contrario, la 
suddivisone in due soli stadi (I/II) non fornisce uno strumento adeguato ad identificare 
una prognosi peggiore. Infatti, l’età inferiore a 45 anni è al momento considerato un 
65 
dato prognostico favorevole al punto tale che in questa fascia d’età tutti i tumori, anche i 
più infiltranti e/o invasivi (anche a distanza), rientrano comunque al massimo nel 
secondo stadio.  
Negli ultimi anni c’è stato un significativo avanzamento nella comprensione dei 
meccanismi molecolari alla base della carcinogenesi tiroidea. In questo senso, gli studi 
di correlazione tra l’eventuale alterazione genetica del carcinoma e l’andamento clinico 
rivestono particolare importanza nel follow-up in quanto possono contribuire a definire 
la stratificazione del rischio alla diagnosi. I PTC sono frequentemente associati ad 
alterazioni genetiche che sono coinvolte nel processo di iniziazione del tumore. Le 
mutazioni di BRAF rappresentano l'evento genetico più comune (in particolare nelle 
varianti classica ed a cellule alte), risultando presenti mediamente nel 40% dei casi con 
una variabilità dal 29 all'83% nelle diverse casistiche (15), (93), (94), (95). BRAF è una 
serina-treonina chinasi, membro della famiglia delle proteine RAF, che rappresentano i 
primi effettori della cascata fosforilativa MAPK. Questa via di trasduzione del segnale è 
fortemente conservata e regola la proliferazione, la differenziazione, la sopravvivenza e 
la senescenza cellulare in risposta ad una varietà di recettori tirosino-chinasici di 
membrana e di proteine di adesione (13). Una mutazione puntiforme localizzata 
sull’esone 15 dell’isoforma B del gene risulta nella sostituzione della valina in acido 
glutammico in posizione 600 (Val600Glu, o V600E). Tale mutazione attiva 
costitutivamente la chinasi BRAF e sembra svolgere un ruolo cruciale nei processi di 
proliferazione, sopravvivenza e sdifferenziazione cellulare (12). Dal momento in cui è 
stata descritta nel carcinoma della tiroide (93), (96), tale mutazione ha ricevuto una 
considerevole attenzione per la possibile utilità nella stratificazione del rischio dei PTC 
(97). A questo proposito, tuttavia, i dati in letteratura sono contrastanti. In diversi studi, 
la mutazione di BRAF è risultata associata ad una maggiore aggressività del fenotipo in 
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termini di stadio di malattia e di estensione extratiroidea (15), (16), (22), (95), (98),  
(99), (100), (101). In uno studio condotto su 500 pazienti consecutivi affetti da PTC e 
sottoposti ad intervento di tiroidectomia (102), è stata documentata l’associazione tra la 
mutazione BRAF e l’estensione extratiroidea, la multicentricità, la presenza di metastasi 
linfonodali, lo stadio III e, soprattutto, l’assenza di capsula del tumore. Analogamente, 
Elisei e coll. hanno riscontrato una minore sopravvivenza nei pazienti affetti da PTC in 
cui era presente la mutazione di BRAF (18); il dato è stato, successivamente, 
confermato da Kebebew e coll. (103) ed Henderson e coll. (104). Tuttavia, in altri studi 
non è stata descritta alcuna correlazione tra BRAF mutato e aggressività del tumore sia 
alla diagnosi, in termini di stadiazione TNM, invasione extracapsulare, metastasi 
linfonodali e a distanza, che nel follow-up in termini di recidiva/persistenza del tumore 
(19),  (105),  (106). Recentemente in uno studio in cui sono stati esaminati 1060 PTC 
con diametro < di 20 mm, è stata confermata l’associazione tra la mutazione BRAF e la 
variante istologica (classica ed a cellule alte), la dimensione del tumore (11-20 mm), la 
multifocalità, l’assenza della capsula tumorale, l’estensione extra-tiroidea, la presenza 
di metastasi linfonodali alla diagnosi e lo stadio TNM. Gli Autori concludevano 
suggerendo l’utilità della valutazione della mutazione di BRAF anche nei carcinomi 
pT1 allo scopo di migliorare la stratificazione iniziale del rischio (95). E’ importante 
sottolineare che questo studio ha un’impronta prevalentemente anatomopatologica per 
cui se da un lato BRAF emerge come importante parametro di aggressività istologica 
alla diagnosi, dall’altro non definisce del tutto il suo potenziale ruolo nella 
stratificazione prognostica, in termini di persistenza/recidiva di malattia durante il 
follow-up. In particolare, resta da definire il potenziale ruolo di BRAF nel selezionare 
alla diagnosi i pazienti con criteri anatomopatologici/clinici di aggressività, cioè i 
pazienti a più alto rischio di persistenza/recidiva, allo scopo di modularne 
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l’atteggiamento terapeutico. A questo proposito, potrebbe diventare cruciale 
l’identificazione di ulteriori marcatori molecolari che possano rappresentare, in 
associazione alla mutazione BRAF, accurati indicatori prognostici capaci di meglio 
definire la stratificazione iniziale del rischio e quindi perfezionare il trattamento e 
personalizzare il follow-up del paziente.  
Le Claudine costituiscono la principale componente delle giunzioni serrate o tight 
junction (TJ) tra cellule insieme alle occludine ed alle molecole di adesione. Le TJ 
rappresentano un network continuo di filamenti sulla superficie cellulare, regolano il 
passaggio di ioni e piccole molecole (funzione di “barriera”) e svolgono un ruolo 
cruciale per l'organizzazione della polarità dell'epitelio, per la localizzazione dei canali 
ionici, dei recettori e degli enzimi (funzione di “recinto”). Le TJ sono, dunque, strutture 
critiche per l'omeostasi e polarità cellulare e per le funzioni paracellulari (30). Di 
recente, è stata suggerita una forte associazione tra le TJ e la carcinogenesi. Si ipotizza 
che la distruzione delle giunzioni serrate determini perdita di coesione, maggiore 
capacità di invasione e sdifferenziazione e, di conseguenza, promozione della 
tumorigenesi.  
La famiglia delle Claudine si compone di 24 proteine con 4 domini transmembrana, 2 
anse (“loops”) extracellulari ed una breve coda carbossiterminale intracellulare (Figura 
3). I dati in letteratura, circa l'associazione tra carcinoma ed espressione delle CLDNs, 
non sono uniformi ed il profilo di espressione delle claudine può essere vario. In 
differenti tipi di carcinoma è stato riportato sia un incremento che un decremento di 
espressione delle CLDN. Per quanto riguarda in particolare le CLDN-1 e -7, analizzate 
anche nel presente studio, Sheehan e coll. hanno documentato che una loro bassa 
espressione si associava ad un istotipo di adenocarcinoma prostatico meno differenziato, 
oltre che ad un maggior rischio di recidiva biochimica (incremento del PSA plasmatico) 
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(48). Nel carcinoma mammario, la maggior parte degli studi pubblicati, sebbene di 
numero limitato, concordano nei risultati, dimostrando che la perdita (totale o parziale) 
di espressione della CLDN-1 correla con una maggiore invasività (55),  (56). Inoltre, è 
stata dimostrata, sempre nel carcinoma mammario, una re-espressione di CLDN-1, in 
grado da sola di indurre apoptosi (57). Rimane, comunque, ancora poco definita la 
comprensione della diversa espressione della CLDN-1 nei diversi tipi di carcinoma. Per 
quanto riguarda il carcinoma tiroideo, pochi studi hanno valutato il profilo di 
espressione delle CLDN (42),  (43),  (44). Alcuni studi hanno documentato l'incremento 
dell'espressione genica di CLDN-1 nei PTC (44),  (93). In uno studio più recente (42), 
mediante tecniche di immunoistochimica, è stata descritta una cospicua espressione di 
CLDN-1 nei PTC e nei microcarcinomi papillari rispetto ai carcinomi follicolari ed agli 
adenomi, emergendo la CLDN-1 come possibile marcatore di PTC. Inoltre, Tzelepi e 
coll. ha descritto un diverso profilo di espressione delle CLDN-1, -4 e -7 nei diversi tipi 
istologici di tumore tiroideo, osservando una ridotta espressione nel carcinoma 
indifferenziato o scarsamente differenziato e nel carcinoma midollare  (43). Sulla base 
di questa osservazione, è possibile ipotizzare una significativa correlazione tra bassa 
espressione delle CLDN e perdita della differenziazione cellulare. 
Un’ altro eventuale marker tumorale potrebbe essere rappresentato dal gene P2X7. Sono 
stati descritti diversi polimorfismi di tale gene. Particolare interesse desta il 
polimorfismo "loss of function" 1513A>C, caratterizzato dalla sostituzione di Glu-496 
con un residuo di Alanina nella porzione C-terminale intracellulare. Poichè l'apoptosi 
svolge un ruolo chiave nell'eliminazione delle cellule tumorali, un difetto funzionale di 
P2X7R potrebbe essere coinvolto nello sviluppo e diffusione tumorale. Recentemente 
Monzani et al., hanno documentato un'associazione tra polimorfismo 15131A>C e PTC 
variante follicolare oltre ad una significativa correlazione con lo stadio TNM e 
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l'aggressività tumorale (89). Pertanto la presenza dell'allele 1513C potrebbe 
rappresentare un fattore prognostico negativo. La contemporanea presenza di 
iperespressione di P2X7R e di mutazioni che causano una sua ridotta funzionalità, 
potrebbe apparire contraddittoria. Tuttavia, studi in vitro ed in vivo hanno dimostrato 
come P2X7R regoli anche alcune fasi precoci del processo infiammatorio pertanto, 
l'associazione tra tale polimorfismo e la variante follicolare del PTC potrebbe essere 
correlata ad una minore efficienza del sistema immunitario nel controllarne la crescita 
più che una caratteristica biologica intrinseca del tumore. 
L'iperespressione di P2X7R è stata documentata in numerose neoplasie umane 
(leucemia linfatica cronica, neuroblastoma, melanoma oltre al carcinoma prostatico, 
polmonare e dell'epitelio intestinale) (79-82). Tale recettore risulta essere espresso nel 
tessuto epidermico normale (107, 108) e precanceroso (109) e in cellule di tumore della 
pelle (110, 111, 112). In uno studio di Wen Fu et al., del 2009 è stato valutato il 
coinvolgimento P2X7 nella crescita del tumore epidermico. E’ stato visto che il 
processo di apoptosi dipendente da P2X7 rappresenta un importante meccanismo che 
controlla lo sviluppo e la progressione di tale tumore nel topo . Un altro studio condotto 
da Xin Li et al., nel 2006 (113) ha valutato l’espressione di P2X7 nel tumore dell’utero 
e nel rispettivo tessuto normale. E’ stata osservata una più bassa espressione nel tessuto 
tumorale confronto a quello normale. Questi dati suggeriscono che i livelli di 
espressione dell’mRNA e della proteina potrebbero essere usati come nuovi biomarker 
per differenziare i tessuti normali da quelli tumorali. E’ stato valutato il coinvolgimento 
del polimorfismo 1513 A/C del gene p2X7 nella rischio di sviluppare leucemia linfatica 
cronica familiare o sporadica; in questo studio e in altri lavori, non è stata evidenziata 
nessuna relazione tra la presenza di tale polimorfismo e sviluppo del tumore.(114). Uno 
studio condotto da Adinolfi et al., del 2002 ha invece riportato una correlazione fra 
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l’espressione di P2X7 e leucemia linfatica cronica a cellule B. (79). Per quanto riguarda 
il carcinoma tiroideo, pochi studi hanno valutato il ruolo del gene P2X7. Gu LQ et al., 
del 2010 hanno analizzato l’associazione dell’espressione di P2X7 e dell’inibitore di 
apoptosi (XIAP) con le caratteristiche clinicopatologiche di pazienti con carcinoma 
papillare della tiroide (PTC) ed hanno dimostrato che l’espressione di tale recettore 
potrebbe predire l’aggressività di questo tipo di tumore (115).  
E’ stato dimostrato che il carcinoma papillare della tiroide (PTC), sia la variante 
follicolare che quella classica, esprime P2X7R in concentrazione significativamente 
maggiore rispetto al tessuto tiroideo sano (83, 84). Inoltre l'iperespressione di P2X7R è 
stata confermata in due linee cellulari ottenute da carcinoma anaplastico (FB1) e 
papillare della tiroide (FB2) (84).  
In questo studio abbiamo valutato, per la prima volta, contemporaneamente, 
l’espressione di CLDN-1 e -7 e la presenza del polimorfismo 1513A/C e della 
mutazione puntiforme BRAF V600E in un gruppo di pazienti affetti da PTC, selezionati 
per la presenza alla diagnosi di rischio “moderato/alto” secondo la classificazione TNM 
(stadio III/IV) o “basso” (stadio I/II), ma con aspetti isto-patologici di aggressività. 
Obiettivo primario dello studio è stato quello di verificare il possibile ruolo di tali 
markers molecolari nella selezione dei pazienti con effettivo decorso clinico sfavorevole 
nel successivo follow-up e quindi nell’ottimizzazione precoce della stratificazione del 
rischio. In particolare, in accordo con le ultime linee guida ATA  (5), venivano inclusi 
pazienti che presentavano invasione microscopica dei tessuti molli peritiroidei da parte 
della neoplasia al momento della tiroidectomia, metastasi linfonodali cervicali, istologia 
aggressiva o invasione vascolare, invasione tumorale macroscopica, metastasi a 
distanza. A tale scopo è stato effettuato uno studio retrospettivo su 450 pazienti con un 
follow-up minimo di 24 mesi (mediana 4 anni, range 2-18), afferenti a due Centri 
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Specialistici di 3° livello. Nell’analisi finale abbiamo incluso 68 casi rispondenti ai 
nostri criteri di selezione. Alla fine del follow-up, nell’intera coorte di pazienti, circa la 
metà (53%) risultava libera da malattia, mentre il 47% presentava persistenza/recidiva 
di malattia. Questi risultati confermano la correlazione tra alcuni parametri tradizionali 
di rischio (età, sesso maschile, stadio TNM, diametro del tumore, istotipo, livello di 
tireoglobulina post-chirurgico) ed una prognosi peggiore. Considerando il sottogruppo 
di pazienti a basso rischio TNM (stadio I/II, n=38), la persistenza/recidiva di malattia 
era documentata nel 26% dei casi, ma non si osservava alcuna correlazione tra il 
decorso clinico sfavorevole ed i parametri tradizionali di rischio, confermando la 
peculiare necessità in questo sottogruppo di markers molecolari capaci di predire un 
effettivo decorso sfavorevole. Per quanto riguarda la mutazione puntiforme di BRAF 
abbiamo confermato l’associazione preferenziale con gli istotipi papillare variante 
classica ed a cellule alte, con una prevalenza particolarmente elevata (72%). Tale 
prevalenza (68.4%) era confermata anche nel sottogruppo dei pazienti con stadio I/II. 
Questo dato, conferma la significativa associazione tra la mutazione di BRAF e 
l’aggressività anatomopatologica e clinica alla diagnosi, in accordo con i più recenti dati 
della letteratura (95). Ciononostante, in questa casistica selezionata, la mutazione BRAF 
V600E non risultava efficace nel selezionare i pazienti con prognosi peggiore. Infatti, 
un decorso clinico sfavorevole si riscontrava nel 47% dei pazienti indipendentemente 
dalla presenza della mutazione, per cui l’accuratezza diagnostica risultava inferiore al 
50%. Analoghi risultati si ottenevano nel sottogruppo a minor rischio (stadio I/II), in cui 
la persistenza/recidiva di malattia risultava simile indipendentemente dalla mutazione di 
BRAF (rispettivamente 27% e 25%), con un’accuratezza diagnostica del 42%. In altre 
parole, la mutazione di BRAF pur associandosi alla presenza di indici convenzionali di 
aggressività alla diagnosi non era in grado di consentire, rispetto a questi ultimi, una 
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ulteriore selezione capace di stratificare il rischio ed il conseguente atteggiamento 
terapeutico, confermando la necessità di identificare ulteriori markers prognostici 
molecolari. 
La presenza del polimorfismo 1513A/C di P2X7, sebbene correli con la variante 
follicolare del carcinoma papillare, tuttavia non sembra mostrare una correlazione 
statisticamente significativa con le caratteristiche istopatologiche.  
 In questo contesto, abbiamo valutato il possibile ruolo delle CLDN come markers 
aggiuntivi per aumentare la capacità prognostica di quelli finora più studiati. 
L'espressione di CLDN-7 risultava ridotta nel 22% dei campioni di PTC dell’intera 
coorte ed una prevalenza analoga (21%) era osservata nel sottogruppo dei pazienti in 
stadio I/II. E' importante sottolineare come, a differenza di quanto osservato per la 
mutazione puntiforme di BRAF, la bassa espressione di CLDN-7 correlava 
significativamente con la persistenza/recidiva di malattia (p=0.02), con una specificità 
dell’89%, ed un’accuratezza diagnostica del 63%. Inoltre, nel sottogruppo dei pazienti 
in stadio I/II, la bassa espressione di CLDN-7 era in grado di prevedere la 
persistenza/recidiva di malattia con una specificità ed un VPN superiori all'80% ed 
un’accuratezza diagnostica del 74%, avvicinandosi alla significatività statistica. Questi 
dati sembrano conferire al marker una particolare utilità nel predire un decorso clinico 
favorevole (elevato VPN) soprattutto in pazienti in cui il sistema TNM è meno efficace 
e la presenza di segni isto-patologici di aggressività include oltre il 75% dei casi che 
andranno incontro a guarigione clinica. In questo studio abbiamo confermato un 
incremento dell’espressione della CLDN-1 nelle sezioni istologiche principalmente 
della variante classica e follicolare (score 2- 3), rispetto al tessuto tiroideo normale. 
Tuttavia, in accordo con precedenti dati della letteratura, in alcuni campioni tumorali 
tale incremento non era evidente (score 0-1). In dettaglio, considerando l’intera coorte 
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di campioni, abbiamo documentato una ridotta espressione di CLDN-1 nel 40% dei 
campioni, soprattutto nelle varianti a cellule alte e solida. La presenza di ridotta 
espressione di CLDN-1 si associava ad un decorso clinico sfavorevole pur non 
raggiungendo la significatività statistica (p=0.08), con scarsa specificità (69%) ed 
accuratezza diagnostica (60%). Analoghi risultati si ottenevano analizzando il 
sottogruppo dei pazienti con basso grado TNM: specificità 71% e accuratezza 63%. 
Abbiamo infine valutato se la contestuale presenza di bassa espressione di CLDN-1 e 
della mutazione puntiforme BRAF V600E potesse migliorare il potere prognostico, 
avvicinandolo a quello della CDLN-7 da sola. La contemporanea presenza dei due 
marker (bassa CLDN-1 e mutazione di BRAF), mostrava una correlazione 
statisticamente significativa con la prognosi (p=0.04). In dettaglio, si osservava un 
significativo incremento della specificità (83%), a fronte di un’accuratezza diagnostica 
sub-ottimale (62%). Nel sottogruppo dei pazienti in stadio I la contemporanea presenza 
dei due markers molecolari determinava un significativo incremento della specificità 
(86%) e dell’accuratezza diagnostica (71%). 
In conclusione, in questa coorte selezionata di pazienti affetti da PTC, la prevalenza 
della mutazione di BRAF è risultata particolarmente elevata, confermandosi il più 
sensibile marcatore di aggressività istologica. Tuttavia, sia la mutazione BRAF V600E  
che il polimorfismo 1513 A/C di P2X7, non risultavano essere  sensibili come effettivi 
marcatori prognostici, in quanto da soli erano inefficaci nel selezionare i pazienti con 
decorso clinico sfavorevole. Abbiamo inoltre confermato una bassa espressione di 
CLDN-1 e –7 negli istotipi più aggressivi, e documentato per la prima volta 
un’associazione tra ridotta espressione e prognosi peggiore. In particolare, la 
valutazione del profilo di espressione della CLDN-7 risultava efficace nel predire un 
decorso clinico favorevole (elevato VPN) soprattutto in pazienti in cui il sistema TNM è 
74 
meno efficace (stadio III), nei quali la presenza di segni isto-patologici di aggressività 
include oltre il 75% dei casi con remissione di malattia. Infine, la contemporanea 
valutazione della mutazione di BRAF e dell’espressione di CLDN-1 conferiva, in 
termini di capacità predittiva, un’efficacia simile a quella della CLDN-7. 
L'approccio clinico ai DTC aggressivi, generalmente caratterizzati da scarsa o assente 
risposta terapeutica al radioiodio, rappresenta un attuale serio problema. Infatti, l'uso di 
farmaci antitumorali è fortemente limitato dagli effetti tossici dose-dipendenti. Per 
ottimizzare l'approccio terapeutico a questi tumori risulta quindi necessario individuare 
nuovi markers molecolari utilizzabili come fattori prognostici o come target, che 
possano essere riconosciuti da nuovi presidi farmacologici.   
Nell'insieme, i nostri dati suggeriscono che nei pazienti con PTC a maggiore 
aggressività istologica (la maggior parte dei quali presenta mutazione puntiforme di 
BRAF), la valutazione dell’espressione delle claudine, in particolare della CLDN-7, può 
essere utile nella stratificazione del rischio e nella definizione dell’atteggiamento 
terapeutico. Ulteriori studi prospettici, su ampie casistiche di pazienti e più lungo 
follow-up sono comunque necessari per confermare questi dati preliminari ed 
individuare un pannello più ampio e completo di marcatori genetici, che al momento 
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